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Preglednica I: Rezultati biološkega testiranja podani v obliki RA encima pri 100 µM ali 









Alzheimerjeva bolezen (AB) je kronična, nevrodegenerativna ireverzibilna bolezen. 
Predstavlja 70 % vseh oblik demence in se primarno kaže z izgubo spomina, večinoma se 
pojavlja pri starostnikih.  
Etiopatogeneza AB je kompleksna s številnimi mehanizmi nastanka. V ospredju je 
holinergična hipoteza nastanka AB, ki opisuje najznačilnejšo nevrotransmitersko 
spremembo v sinapsah, pomanjkanje acetilholina (ACh). Poleg slednje, se veliko pozornosti 
namenja tudi hipotezam o amiloidnih plakih in nastanku nevrofibrilarnih pentelj, hipotezi o 
oksidativnem sresu, hipotezi o propadanju sinaps in hipotezi o porušenem ravnovesju 
kovinskih ionov, ki imajo pomembno vlogo v razvoju AB.  
Zaradi kompleksnosti bolezni še niso razvili zdravila, ki bi bolezen popolnoma pozdravilo. 
Trenutno so v uporabi zdravila, ki temeljijo na uporabi zaviralcev acetilholin esteraze 
(AChE). Poleg AChE z napredovanjem bolezni vse večjo vlogo pridobiva butirilholin 
esteraza (BChE), saj je le-ta odgovorna za večino razgrajenega ACh v nevronih bolnikov in 
zato postaja atraktivna tarča za zdravljenje AB. 
Na podlagi znanega zaviralca BChE, ki so ga odkrili s pomočjo programa LiSiCA, smo v 
okviru magistrske naloge pripravili manjšo knjižnico analogov tega zaviralca tako, da smo 
na benzenov obroč zaviralca uvedli različne substituente, pri tem pa ohranili osnovno 
strukturo spojine vodnice nespremenjeno. Pri sintezi smo izhajali iz nipekojske kisline, ki 
smo jo preko Weinrebovega amida pretvorili v aldehid. Slednjega smo v Wittigovi reakciji 
pretvorili v stirilpiperidine, po odščiti Boc zaščitne skupine pa smo sekundarni amin alkilirali 
z 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-onom in izolirali končne spojine. Zaviralno delovanje spojin 
smo ovrednotili z Ellmanovo metodo na rekombinantni humani BChE (hBChE). 
Izmed vseh sintetiziranih spojin se je kot najmočnejši zaviralec izkazala spojina 34 (IC50 = 
36 nM). Sintetizirane spojine so selektivne, saj imajo za enega do treh velikostnih razredov 
močnejše zaviralno delovanje na hBChE v primerjavi z encimom rekombinantne humane 
AChE (hAChE). 
 
Ključne besede: Alzheimerjeva bolezen, butirilholin esteraza, zaviralci butirilholin 




Alzheimer`s disease (AD) is a chronic neurodegenerative irreversible progressive disease 
that represents about 70 % of all forms of dementias. Dementia is characterized by a group 
of symptoms such as cognitive dysfunction and is most common in elderly people.  
The pathogenesis of AD is quite complex. During the past decades many hypotesis have 
been established. The most common and the oldest one is the cholinergic hypothesis, which 
highlights the deficiency in levels of neurotransmitter acetylcholine. In line with cholinergic 
hypothesis, others were also put forward: amyloid cascade hypothesis, tau hypothesis, 
mitochondrial cascade hypothesis and metal ion hypothesis. 
The management of AD involves pharmacological treatment, including cognition-enhancing 
agents. Currently, available drugs are predominantly acetylcholinesterase inhibitors (AChE). 
However, the efficency of these drugs is limited, because they are not able to stop the 
neurodegeneration. Beside AChE there is also butyrylcolinesterase (BChE), the activity of 
which increases with the progression of AD. BChE is thus a promising drug target in 
advanced AD.  
Software for ligand-based virtual screening LiSiCA was used to identifly new chemotype of 
BChE inhibitors. In the course of the master`s thesis we optimized this structure by varying 
the substituents on the phenyl ring. Starting nipecotic acid was transformed into aldehyde 
via Weinreb amide. The aldehyde was reacted in Witting reaction to obtain corresponding 
styrylpiperidines, which were further Boc-deprotected and alcylated with 1-(2-
bromoethyl)pyrrolidin-2-one to furnish final compounds. The synthesized compounds were 
biochemically evaluated on isolated recombinant human BChE using the method of Ellman. 
Of all the synthesized compounds, compound 34 was the most effective BChE inhibitor (IC50 
of 36 nM). The synthesized compounds were all high selective for BChE in comparison to 








AB  Alzheimerjeva bolezen 
ACh  acetilholin 
(h)AChE (humana) acetilholin esteraza 
AICD  intracelularna enota amiloidnega perkurzorskega proteina (angl. APP-
intracellular domain) 
AMPA receptor za α-amino-3-hidroksil-5-metil-4-izoksazol propionsko kislino 
APP  amiloidni prekurzorski protein 
APOE  apolipoprotein E 
ATCI  acetiltioholin-jodid 
Aβ  amiloid β 
BACE  β-sekretazni encim (angl. beta-site APP cleaving enzyme 1) 
(h)BChE (humana) butirilholin esteraza 
BDNF  možganski nevrotrofični faktor (angl. brain-derived neurotrophic factor) 
Boc2O  di-terc-butil dikarbonat 
BTCI  S-butiriltioholin jodid 
CŽS  centralni živčni sistem 
ChE  holinesteraza 
COX  ciklooksigenaza 
DTNB  Ellmanov reagent oz. 5,5`-ditiobis-2-nitrobenzojska kislina 
HPLC  tekočinska kromatografija visoke zmogljivosti 
HRMS masna spektroskopija visoke ločljivosti 
IC50  srednja zaviralna koncentracija 
IR  infrardeča spektroskopija 
J  sklopitvena konstanta v Hertzih 
KJ  kalijev jodid 
MF  mobilna faza 
NaHMDS natrijev bis(trimetilsilil)amid 
NGF   živčni rastni faktor (angl. nerve growth factor) 
NMDA  N-metil-D-aspartatni receptor  
NMR  jederska magnetna spektroskopija 
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NSAID nesteroidna protivnetna zdravila 
PAS  periferno anionsko mesto (angl. peripheral anionic site) 
PE  petroleter 
PET  pozitronska emisijska tomografija 
PS  presenilin 
RA  rezidualna aktivnost 
Rf  retencijski faktor 
ROS  reaktivne kisikove zvrsti (angl. reactive oxygen species) 
TBTU  O-(Benzotriazol-1-il)-N,N,N′,N′-tetrametilamonijev tetrafluoroborat 
TBAC  tetrabutilamonijev klorid 
TFA  trifluorocetna kislina 
TNB–  2-nitro-5-tiobenzoatni anion 
Ttal  temperatura tališča 
 





1.1 ALZHEIMERJEVA BOLEZEN 
1.1.1 OPREDELITEV 
Alzheimerjeva bolezen (AB) je kronična, progresivna, ireverzibilna in ena izmed najbolj 
pogostih nevrodegenerativnih bolezni heterogene etiologije, okarakterizirane z akumulacijo 
amiloida beta (Aβ), tvorbo ekstracelularnih plakov in intracelularnih nevrofibrilarnih 
pentelj, pri kateri so v ospredju znaki demence. Demenca je sindrom, za katerega je značilna 
izguba spomina, na začetku predvsem priklic svežih informacij, z napredovanjem bolezni pa 
je prizadet tudi dolgotrajen spomin. Demenco spremljajo tudi motnje drugih kognitivnih 
funkcij: razumevanje jezika, pozornost, vidno-prostorske sposobnosti, računanje, razumske 
presoje. Kognitivnim motnjam se pridružijo tudi nevropsihiatrični znaki: halucinacije, 
depresija,  razdraženost, blodnje ter izguba samostojnosti pri opravljanju vsakodnevnih 
opravil. Alzheimerjeva bolezen predstavlja 70 % vseh oblik demence, po pogostosti 
poznamo še tri: demenca z Lewyjevimi telesci, vaskularna demenca in fronto-temporalna 
demenca [1]. Za AB zboli 5–10 % oseb nad 65. letom starosti, 10 % bolnikov je mlajših od 
65 let, med 80 in 90 letniki pa je bolnikov 20–45 % [2]. Veliko bolj pogosto za AB zbolevajo 
ženske kot moški, saj je pri njih tako pojavnost kot pogostost bolezni večja, še posebej pri 
ženskah z nizko stopnjo izobrazbe [3]. S staranjem prebivalstva predvidevajo, da se bo do 
leta 2040 število bolnikov z AB podvojilo. V Sloveniji ocenjujejo število obolelih za 
demenco na 32.000, zanje pa skrbi približno 100.000 socialnih, zdravstvenih delavcev in 
svojcev. Bolezen torej ni le zdravstvena težava, ampak breme za celotno družbo [4]. Z 
napredovanjem bolezni postajajo stroški zdravljenja vse višji, že obstoječa zdravila za 
zdravljenje pa kažejo skromne učinke ter tako slabo stroškovno učinkovitost zdravljenja, saj 
slej ko prej razmeroma veliko število bolnikov doseže hujšo obliko AB [5]. 
Simptomi bolezni se delijo na tri osnovne stopnje. Med posamezniki so meje med stopnjami 
in prav tako simptomi različni, vsem je pa skupno propadanje in izguba nevronov v 
možganih. Zgodnji simptomi se pokažejo že leta pred diagnozo bolezni, na primer 
spremembe v razpoloženju, anksioznost in motnje spanja. V predklinični oz. zgodnji obliki 
AB se pri ljudjeh pojavi nemirnost, anksioznosti, apatičnost, socialna izolacija, izguba 
kratkoročnega spomina, motnje v presoji, nihanje razpoloženja. Z napredovanjem bolezni 
simptomi postajajo vse bolj opazni, posebno za družinske člane, bolniki so zmedeni, 




agresivni, telesno nemirni (agitirani), pojavijo se halucinacije in deliričnost. Faza zmerne 
oblike AB traja 2–10 let. V zadnji fazi oz. hudi obliki AB se bolezen razvije do te mere, da 
bolniki niso sposobni samostojnega življenja; običajno traja 1–3 leta [6, 7]. 
Poznane so tri familiarne oblike AB, z začetkom med 40.–50. letom starosti in se dedujejo 
avtosomno dominantno. Gre za znane mutacije na kromosomih 21, 14 in 1. Na prvem je 
znana mutacija za amiloidni perkurzorski protein (APP), drugem mutacija gena za 
beljakovino presenilin-1 (PS1) in na tretjem mutacija gena za beljakovino presenilin-2 
(PS2). V kasnejši življenjski dobi (po 65. letu) se sporadične oblike AB pojavijo z večjo 
verjetnostjo pri tistih, ki nosijo t.i. gene za nevarnostne dejavnike npr.: ε4 alel gena za 
apolipoprotein E (APOE) na kromosomu 19 [8]. APOE je 299 aminokislin dolg protein s 
tremi najpogostejšimi izoformami APOEε2, APOEε3 in APOEε4, ki se medsebojno 
razlikujejo po eni ali dveh aminokislinah. Vključen je v normalen proces transporta s 
trigliceridi bogatimi lipoproteini ter odgovoren za izločanje Aβ iz centralnega živčnega 
sistema (CŽS) v plazmo. Nastaja pretežno v mikrogliji in astrocitih ter se prenaša v možgane 
izključno preko krvno-možganske bariere. Vsaka izoforma APOE ima svojo vlogo, tako 
npr.: APOEε2 in APOEε3 celo zmanjšata možnost pojava AB, medtem ko je APOEε4 
odgovoren za hitrejši razvoj AB, saj zavira odstranjevanje Aβ. APOEε4 tudi poveča 
tendenco Aβ za intranevronsko akumulacijo oz. tvorbo amiloidnih plakov ter pospeši tvorbo 
nevrotoksičnih Aβ oligomerov. Poleg vsega APOE prispeva k patogenezi AB tudi tako, da 
zmanjša metabolizem glukoze, zmanjša lipidni transport, odzivnost mikroglije [9, 10], zavira 
razraščanje nevritov in poruši citoskelet nevronov [11]. 
Poleg familiarnih oblik AB se v kasnejši življenski dobi pojavijo sporadične oblike AB, ki 
so kompleksne in rezultat različnih dejavnikov tveganja, tako genetskih, epigenetskih kot 
tudi okoljskih. Med najbolj oprijemljive dejavnike tveganja sodijo APOEε4, travmatske 
poškodbe možganov in kardiovaskularne bolezni [12]. Pojavljajo se dvomi, vprašanja in 
deljena mnenja ali bomo AB dobili prav vsi v starejših letih, namreč največji dejavnik 
tveganja je v prvi vrsti prav starost. Poznamo še celo vrsto dejavnikov tveganja, na katere 
imamo vpliv in bi z njihovim nadzorom lahko zmanjšali pojavnost bolezni za 10–20 %. Ti 
dejavniki tveganja so: sladkorna bolezen, hipertenzija, debelost, kajenje, depresija, fizična 
in psihična neaktivnost ter nezdrava prehrana [13].  
Pomembno je zgodnje odkrivanje bolezni, vendar je sama diagnoza bolezni zelo zapletena. 
V likvorju se že 15 let pred pojavom prvih simptomov povečajo količine določenih 




biomarkerjev (Aβ42 v cerebrospinalni tekočini, T-tau in P-tau), kateri napovedujejo tako 
poslabšanje kot tudi stopnjo nevrodegeneracije v možganih. Prav tako se za diagnozo AB 
poslužujejo Aβ slikanja s pozitronsko emisijsko tomografijo (PET), metoda namreč korelira 
s stopnjo izgube spomina. Klinična diagnoza bolezni temelji na pojavu tipičnih znakov 
kognitivnega pomanjkanja, ki so opisani že zgoraj in je danes najpogostejši pristop za 
diagnostiko AB. Kljub temu pa nedvoumna potrditev bolezni še vedno temelji na avtopsiji. 
Avtopsija razkrije karakteristične patološke spremembe histologije in morfologije 
možganov: atrofijo možganskih vijug, amiloidne lehe, odmrle nevrone v možganski skorji, 
zvečanje stranskih ventriklov ter pojav nevrofibrilarnih pentelj v nevronih pomembnih 
nevrotransmiterskih sistemov [10, 14]. 
1.1.2 ETIOPATOGENEZA 
AB je zelo kompleksna bolezen, obstajajo številni mehanizmi, ki so udeleženi pri nastanku, 
zato so tudi znanstveniki pri razlaganju razvili več etiopatogenetskih teorij. Teorije oz. 
hipoteze nastanka AB so medsebojno povezane in se v številnih toksičnih procesih, katerih 
zaporedje še ni povsem razjasnjeno, medsebojno dopolnjujejo.  
Med prevladujočimi je t.i. hipoteza amiloidne kaskade (Slika 1). Govori o sintezi 
amiloidnega perkurzorskega proteina (APP), ki se v končičih aksonov proteolitsko razgradi 
ter izloči kot Aβ, ki je toksičen za nevrone. APP je glikoziliran transmembranski protein z 
veliko ekstracelularno (N-APP) in intracelularno (C-APP) domeno, katerega fiziološka 
vloga še ni povsem razjasnjena. V svoji polipeptidni verigi vsebuje odsek, ki ima 
aminokislinsko zaporedje za Aβ. Presnova APP poteka po dveh poteh: amiloidogeni in 
neamiloidogeni poti s proteolitično razgradnjo, ki jo katalizirajo encimi sekretaze. 
Neamiloidogena pot je fiziološka; APP cepi α-sekretaza (metaloproteaza) znotraj 
aminokislinskega zaporedja za Aβ, pri čemer nastane in se v zunajcelični prostor izloči N-
terminalni topni fragment sAPPα, ki ni amiloidogen, pripisujejo mu celo nevrotrofični ali 
rastni učinek. C-terminalni del, ki nastane po cepitvi, se nato razgradi z γ-sekretazo, pri 
čemer nastane ekstracelularna p3 enota in intracelularna enota APP (AICD). AICD se nato 
translocira v jedro celice, kjer signalizira aktivacijo transkripcije. Amiloidogena pot poteka 
s cepitvijo APP z β-sekretazo (BACE1). Iz preostanka APP (C-terminalni del) po delovanju 
γ-sekretaze nastane Aβ. γ-sekretaza je multiproteinski kompleks sestavljen iz PS1 in PS2, 
katerih mutacija favorizira cepitev APP tako, da nastane več manj topnega in bolj toksičnega 
Aβ42 in manj Aβ40. Ko nastane več Aβ kot se ga lahko razgradi (za očistek Aβ v možganih 




skrbita nepresilin in inzulin-razgrajevalni encim), se Aβ izloči iz celice, kjer pa agregira v 
oligomere in nato fibrilarno obliko, ki izkazuje toksično delovanje [11, 15-17]. 
 
Slika 1: Shematski prikaz cepitve APP. Prirejeno po viru [17]. 
Naslednja pomembna vidna patološka sprememba v možganih pri bolnikh z AB je nastanek 
nevrofibrilarnih pentelj. Sestavljene so iz prekomerno fosforiliranega proteina tau, ki ima v 
aksonih vlogo stabilizacije mikrotubulov in vezikularnega transporta. Hiperfosforiliran tau 
je netopen, zato agregira v parne vijačne filamente, postane nevrotoksičen, oslabi hitri 
aksonski prenos v mikrotubulih ter tako oslabi sinaptično funkcijo in povzroči 
nevrodegeneracijo. Pri AB je protein tau prekomerno fosforiliran zaradi toksičnega 
delovanja ekstracelularnega Aβ, ki povzroči prekomerno delovanje različnih kinaz, vključno 
z najpomembnejšima: glikogen sintaza kinaza 3β (GSK-3β) in od ciklina odvisna kinaza 5 
(CDK5) [16, 17]. 
Nekateri viri navajajo, da se AB primarno razvije zaradi motnje v delovanju sinaps, izgube 
holinergičnega prenosa in pomanjkanja določenih nevrotrofičnih hormonov. Pacienti z blago 
obliko AB imajo za 25 % zmanjšano količino presinaptičnega vezikularnega proteina 
sinaptofizina [17]. Zaviranje sinaptične aktivnosti zmanjša obremenitev s plaki, po drugi 
strani pa poveča imunoreaktivnost Aβ znotraj nevronov in poveča izgubo sinaptofizina [18]. 
V hipokampusu tako pride do zaviranja posttetaničnega ojačanja (LTP) in okrepitve 
posttetaničnega zaviranja (LTD), posledično je izločanje pomembnih signalnih molekul za 
spomin onemogočeno. Aβ prispeva k olajšani endocitozi receptorjev za N-metil-D-aspartat  
(receptorjev NMDA) in receptorjev za α-amino-3-hidroksil-5-metil-4-izoksazol propionsko 
kislino (receptorjev AMPA), ki regulirajo ekscitatorni sinaptični prenos in plastičnost 




možganov. Aβ se v sinapsi veže na receptor za nevtrofin p75 (p75NTr) in receptor za 
tropomiozin receptorsko kinazo (TrkB) oz. znan kot receptor za možganski nevrotrofični 
faktor (BDNF), kar še dodatno oslabi že tako zmanjšano izločanje pomembnih nevtrofinov 
kot sta živčni rastni faktor (NGF) in BDNF [17]. BDNF je v hipokampusu eden glavnih 
proteinov, ki skrbi za sinaptično plastičnost in formulacijo spomina in prav njegovo 
pomanjkljivo izločanje je lahko vzrok za zmanjšano število sinaps, ki nastopi v zgodnji fazi 
AB. Pomanjkanje NGF pa naj bi bil vzrok zmanjšane holinergične funkcije (Slika 2) [19]. 
 
Slika 2: NGF interakcije z receptorji. Bele puščice predstavljajo normalno dogajanje v možganih, 
črne puščice pa dogajanje pri bolnikih z AB. Pri bolnikih z AB se ProNGF ne pretvori v NGF. 
Povečane koncentracije ProNGF se tako vežejo na receptorje p75NTr in najverjetneje tudi na 
sortilin, kar pripelje do celične smrti. Zaradi zmanjšanega nastanka NGF se sprosti manj 
acetilholina, pride do manjše komunikacije med nevroni, zmanjšane aktivacije M1 receptorjev in 
povečanja aktivnosti β-sekretaze. Prirejeno po viru [19]. 
Najznačilnejša sprememba v nevronih je zmanjšan holnergični prenos, upadanje aktivnosti 
holin acetiltransferaze in acetilholin esteraze (AChE) v neokorteksu, Meynertovem jedru in 
hipokampusu: o tej patologiji govori holinergična hipoteza AB. Odsev propadanja 
holinergičnih nevronov je zmanjšana količina acetilholina (ACh) v možganski skorji in 
hipokampusu [11]. Ugotovili so, da je količina presinaptičnih α7 nikotinskih ACh 
receptorjev, ključnih za spomin pri AB, občutno zmanjšana. Aβ se nanje veže in tako zavre 
izločanje ACh v sinaptično špranjo. Prav tako je v sinapsi zmanjšano število muskarinskih 
receptorjev [17, 20]. Na holinergično hipotezo so se oprli tudi pri razvoju prvih učinkovin 
za zdravljenje AB in sicer zaviralcev AChE. Ti obnovijo holinergično funkcijo tako, da 
blokirajo AChE, kar posledično poveča količino ACh v sinapsi. Študije so pokazale, da 
oslabljena holinergična funkcija signifikantno poveča odlaganje Aβ, tau patologijo, Aβ 
zmanjša aktivnost holin acetiltransferaze in zmanjša količino ACh v nevronih [21]. 
Oksidacija lipidov, proteinov in nukleinskih kislin v nevronih je pogosta patološka 
sprememba pri bolnikih z AB, katero je mogoče zaznati že zelo zgodaj v razvoju bolezni. 




Možgani so zaradi visoke metabolne aktivnosti in večje potrebe po energiji ter kisiku 
izpostavljeni večjim količinam oksidativnega stresa kot ostali organi v telesu. Raziskovalci 
menijo, da je glavni vzrok nastanka oksidativnega stresa poškodba mitohondrijev, 
akumulacija kovinskih ionov, hiperfosforilacija proteina tau in akumulacija Aβ. Viri 
navajajo, da je Aβ glavni krivec disfunkcije mitohondrijev, saj zavira delovanje ključnih 
mitohondrijskih encimov v dihalni verigi, kot je citokrom oksidaza C in sodeluje pri tvorbi 
reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS). Posledično je v mitohondrijih oslabljen elektronski 
transport, produkcija ATP in mitohondrijski membranski potencial, zato pride do 
povečanega nastajanja superoksidnega radikala, njegove pretvorbe v vodikov peroksid, 
sprožitve oksidativnega stresa in izločanja citokroma C, ki je iniciator celične apoptoze [17]. 
Poškodbe v celici zaradi oksidativnega stresa se kažejo tudi z vstopom Ca2+ v celico, 
porušenim ravnovesjem le-tega v celici in celično eksitotoksičnostjo [22]. Oksidativni stres 
zmanjša aktivnost α-sekretaze in poveča aktivnost β- in λ- sekretaze, ekspresijo PS1, pospeši 
polimerizacijo proteina tau in tako hitrejše nastajanje fibrilarnih pentelj. Raziskave so 
pokazale, da oksidativni stres aktivira p38α MAPK kinazo, ki je udeležena pri fosforilaciji 
proteina tau. Pri bolnikih so ugotovili tudi zmanjšano antioksidativno delovanje superoksid 
dismutaze (SOD) in glutationa, zato je odstranjevanje ROS v primerjavi z zdravimi ljudmi 
zmanjšano. V možganih bolnikov z AB so potrdili tudi povečane količine Cu, Zn in Fe. Te 
kovine interagirajo z Aβ in izzovejo oksidativni stres preko nastanka ROS in vodikovega 
peroksida, pretvorbo slednjega v hidroksilni radikal (Fentonova reakcija) in proces lipidne 
peroksidacije [23].  
Številne raziskave kažejo, da imajo veliko vlogo pri razvoju AB tudi kovinski ioni. Posebno 
pozornost posvečajo Cu2+ in Zn2+, ki sta ključna za tvorbo in strukturno celovitost amiloidnih 
agregatov, oligomerov in fibrilarnih pentelj. Cink naj bi stabiliziral toksične oligomere Aβ, 
prav tako igra ključno vlogo pri celični apoptozi, oksidativnem stresu, imunskem odzivu, 
nevrogenezi, motorni koordinaciji in sinaptični plastičnosti ter zavira delovanje α-sekretaze. 
Cink se veže na APP, prosti Zn2+ zavira metaloproteazo-2 v matriksu, neprisilin in encim za 
razgradnjo inzulina, vsi ti pa razgrajujejo Aβ [24]. 
1.1.3 ZDRAVLJENJE 
1.1.3.1 Terapija AB 
AB je kompleksna bolezen, za katero zdravila, s katerim bi bolnik popolnoma ozdravel, žal 
še ni. Trenutno zdravljenje temelji na uporabi zaviralcev AChE in uporabi antagonistov 




NMDA receptorjev. Učinkovine le upočasnijo razvoj bolezni, terapija pa je učinkovita v 
začetnih fazah AB [25]. 
 Zaviralci AChE:  
Učinkovitost teh zdravil je odvisna od obsega poškodbe presinaptičnih nevronov, kar 
pomeni, da bo učinkovitost zmanjšana pri hudi obliki AB. Uporaba zdravil, ki sodijo v 
to skupino, je omejena predvsem zaradi pojava neželenih učinkov v gastrointestinalnem 
sistemu (slabost, bruhanje, anoreksija, diareja). Poznamo dve holin esterazi, ki v 
možganih hidrolitično razgradita ACh: AChE in butirilholin esteraza (BChE). Tri 
registrirane zdravilne učinkovine zavirajo delovanje AChE ali AChE in BChE: 
donezepil (selektivni nekompetitivni zaviralec AChE, poveča izražanje nikotinskih 
receptorjev, zmanjša koncentracijo glutamata), galantamin (selektivni kompetitivni 
zaviralec AChE, alosterični modulator nikotinskih holinergičnih presinaptičnih 
receptorjev) in rivastigmin (kompetitivni zaviralec AChE in BChE). Četrta učinkovina, 
ki pa ni več v uporabi zaradi hepatotoksičnosti, je takrin [26].  
 Antagonist NMDA receptorjev: 
Prekomerna aktivnost NMDA receptorjev povzroča ekscitotoksičnost, kar pripelje do 
celične smrti in posledične nevrodegeneracije. Da bi preprečili prekomerno vezavo 
glutamata na receptorje se v terapiji uporabljajo antagonisti NMDA receptorjev. 
Predstavnik te skupine je memantin - alosterični modulator NMDA receptorjev, ki 
preprečuje izgubo nevronov, ekscitotoksičnost in poveča izločanje nevrotrofičnih 
faktorjev iz astroglije, zaradi česar deluje tudi nevroprotektivno [27]. 
1.1.3.2 Alternativni terapevtski pristopi 
Novejši terapevtski pristopi temeljijo na biokemijskih in morfoloških značilnostih razvoja 
AB.  
 Učinkovine, ki stmulirajo in povečajo izločanje ACh, agonisti holinergičnih 
receptorjev in agonisti M1 muskarinskih receptorjev 
V to skupino sodijo biokemični perkurzorji ACh in stimulatorji sproščanja ACh preko 
večih mehanizmov. Stimulacijo sproščanja ACh lahko izzovemo tako, da uporabimo 
antagoniste histaminskih receptorjev, uporabimo antagoniste presinaptičnih M1 
receptorjev na holinergičnih nevronih ter povečamo presinaptični privzem holina [25]. 




ACh se veže na nikotinske receptorje in s tem sproži ekscitacijo, kar je osnova nastajanja 
spomina, zato so v raziskavah tudi agonisti in modulatorji α7 nikotinskega 
acetilholinskega receptorja. Naslednja skupina so selektivni agonisti M1 muskarinskega 
receptorja, ki stimulirajo cepitev APP po neamiloidogeni poti ter zmanjšajo vnetje in 
hiperfosforilacijo proteina tau. Potencialne nove učinkovine so se v kliničnih študijah žal 
izkazale za toksične [17]. 
 Zaviranje sekretaz 
Toksični Aβ nastane po delovanju BACE1 in γ-sekretaze, zato raziskovalci že več let 
raziskujejo zaviralce sekretaz, saj bi tako preprečili kaskado nevrodegeneracije. Do 
danes nobena učinkovina ni prestala kliničnih preizkušanj predvsem zaradi neželenih 
učinkov in nezadostne učinkovitosti [28]. Zaviranje BACE1 zmanjša nastajanje Aβ pri 
miškah, vendar ima BACE1 še številne druge naravne substrate, z zaviranjem pa 
vplivamo tudi na druge življenjsko pomembe signalne poti. Večina zaviralcev sekretaz 
sodi v skupino tiazolidindionov, ki se uporabljajo za zdravljenje sladkorne bolezni tipa 
II [29].  
 Imunizacija 
Pasivna imunizacija poteka z uporabo monoklonskih protiteles proti Aβ [30]. Leta 2019 
je bilo v kliničnih študijah 5 monoklonskih protiteles proti Aβ. Imunoterapija je 
zmanjšala obremenitev možganov z Aβ, vendar vidnega izboljšanja v kognitivnih 
sposobnosti ni bilo, zato so večino študij prekinili [31].  
 Antioksidanti 
Ker Aβ s svojim toksičnim delovanjem izzove lipidno peroksidacijo, poškoduje 
membrane in prispeva k tvorbi radikalov, so se antioksidanti, predvsem tisti, ki lahko 
prehajajo celične membrane (α-tokoferol, idebenon, 6-hidroksimelatonin), izkazali kot 
perspektivna alternativa za zdravljenje AB [25]. 
 Zaviralci agregacije Aβ in spodbujevalci razgradnje Aβ 
Med zaviralce agregacije sodijo: antiagregatorne spojine, kelatorji kovinskih ionov in 
imunizacija. Te učinkovine destabilizirajo oligomere in agregate tako, da se vežejo na 
topni del Aβ in s tem preprečijo njihovo nadaljne združevanje [29]. 




 Protivnetne učinkovine 
Kronično zdravljenje z nesteroidnimi antirevmatiki (NSAID) je v študijah bistveno 
zmanjšalo vnetje in količino Aβ proteina ob sočasni terapiji z modulatorji γ-sekretaze. 
NSAID zavirajo ciklooksigenazo 2 (COX-2), katere aktivnost je povečana pri AB in je 
v neokorteksu in hipokampusu odgovorna za regulacijo simpatične funkcije. Zaviranje 
COX naj bi tudi zmanjšalo produkcijo proteina Aβ42 [29]. 
 Zaviralci kinaz in zaviralci agregacije proteina tau 
Večina novih potencialnih učinkovin zavira GSK-3β kinazo, ki je odgovorna za 
patološko fosforilacijo proteina tau. Dokazali so tudi, da je zaviranje CDK-5 kinaze, ki 
je tesno povezana s tau proteinom, zmanjšalo koncentracijo toksičnega Aβ. Agregacijo 
proteina tau lahko zavirajo tudi stabilizatorji mikrotubulov, ki zavrejo disociacijo 
proteina tau iz mikrotubulov in tako ohranijo aksonski transport [29]. 
 Statini 
Visoka koncentracija holesterola favorizira cepitev APP z BACE1 in vodi v povečano 
nastajanje toksičnega Aβ. Akumulacija holesterola poveča tudi aktivnost γ-sekretaze. 
Zdravljenje s statini (simvastatin, atorvastatin) tako usmerja cepitev APP-ja po 
neamiloidogeni poti. Povezava med holesterolom in AB je tudi preko APOE 
lipoproteina, ki je vpleten v transport holesterola med tkivi in je znan dejavnik tveganja 
za pojav AB [32].  
 Kognitivna terapija pri bolnikih z AB:  
Raziskave dokazujejo, da lahko tudi z nefarmakološkimi ukrepi vsaj začasno izboljšamo 
kvaliteto življenja bolnika. Učenje, redna miselna aktivnost, vaje za ohranjanje spomina, 
pozornosti in socialne inteligence v kombinaciji z umetnostjo (risanjem, ročnim 
ustvarjanjem izdelkov) pripravijo bolnika, da ponovno začne razmišljati ter tako ob 
prisotnosti farmakoloških sredstev upočasni kognitivni upad [33]. 
V letu 2019 je bilo 28 učinkovin v III. fazi kliničnih preizkušanj, 74 v II. fazi in 30 v I. fazi 
kliničnih preizkušanj za terapijo AB. Izmed teh je 19 učinkovin namenjeno izboljšanju 
kognitivnih lastnosti, ostale nove učnkovine pa se osredotočajo na spreminjanje poteka 
bolezni, predvsem na Aβ [34]. 




1.1.4 HOLIN ESTERAZE KOT TARČE  
Holin esteraze (ChE) spadajo v naddružino hidrolaz α-β, katerih struktura je sestavljena iz 
več kot 530 aminokislin s katalitsko triado Ser-His-Glu. ChE delujejo po kovalentnem 
mehanizmu s kombinacijo kislinsko-bazične katalize. Glavna katalitična pot ChE poteka z 
vsaj tremi vmesnimi produkti. Zaradi globokega aktivnega mesta se substrat na encim 
najprej veže na perifernem anionskem mestu, kjer se orientira za optimalen vstop. Nato sledi 
usmerjen zdrs substrata do dna aktivnega mesta, kjer poteče dvostopenjska encimska 
reakcija. Aktivnost ChE je odvisna od količine substrata. Pri submolarnih koncentracijah 
substrata ACh je aktivnost AChE popolnoma zavrta, medtem ko je za BChE značilno, da 
ima boljšo katalitsko aktivnost pri višjih koncentracijah substrata. Vse ChE imajo zaradi 
svoje zgradbe visoko afiniteto do pozitivno nabitih ligandov s hidrofobnimi strukturnimi 
elementi. Zaviralci ChE imajo zaradi tega v svoji strukturi pogosto bazični dušikov atom in 
za večjo afiniteto še dodatni hidrofobni del molekule [35].  
Poznamo AChE in BChE, aktivnost prve prevladuje v možganih zdravih ljudi (80 % ChE 
aktivnosti). Aktivnost BChE pri bolnikih z AB narašča in pridobiva pomembnejšo vlogo 
[36], saj je delovanje AChE pri AB za do 70 % zmanjšano, delovanje BChE pa za do 170 % 
zvečano [37]. Pri AB imata obe ChE vlogo uravnavanja ACh in sta pomembni terapevtski 
tarči za izboljšanje oslabljenega holinergičnega prenosa [36, 38]. BChE se nahaja v celicah 
glije, beli substanci, v nevronih v hipokampusu, amigdali in talamusu, našli so jo tudi v 
amiloidnih plakih in nevrofibrilarnih pentljah. Selektivni zaviralci BChE, analogi cimserina, 
pri podganah vidno zvišajo nivo ACh, prav tako opazno izboljšajo kognitivne funkcije in 
učenje. Z zaviranjem BChE so opazali tudi zmanjšanje intracelularne in ekstrcaelularne 
koncentracije APP in posledično tudi koncenteacije Aβ, hkrati pa so zaznali manj neželenih 
perifernih stranskih učinkov [36].  
1.1.4.1 Razlike med BChE in AChE  
AChE in BChE si delita 65 % aminokislinskega zaporedja, čeprav sta gena za encima 
zapisana na različnih kromosomih. Rentgentska kristalografija je omogočila zelo natančno 
določitev strukture obeh encimov. Encima se nahajata v različnih globularnih in asimetričnih 
molekulskih oblikah ter imata aktivno mesto v 20 Å globokem hidrofobnem ozkem žepku 
(Slika 3). Pri vhodu v aktivno mesto imata obe ChE periferno anionsko mesto; pri BChE le-
to sestavljajo aminokisline Phe329, Asp70 in Tyr332; pri AChE pa so pristoni Tyr72, 
Tyr124, Trp286. Poleg perifernega anionskega dela je pri obeh encimih skupno katalitično 




mesto, ki se nahaja na dnu žepka, kjer poteka hidroliza esterske vezi [36]. Katalitično triado 
v aktivnem mestu tvorijo Ser203, Glu334 in His447, pri BChE pa Ser198, Glu325 in His438. 
Aktivno mesto AChE je strukturno prilagojeno za proces hidrolize ACh [35], medtem ko je 
pri BChE to mesto substratno manj specifično [36]. Katalitična aktivnost AChE se, v 
nasprotju z BChE, za karboksilne estre z acilnimi skupinami, ki so večje od propionilne, 
izrazito zmanjša [35]. Sposobnost BChE, da veže večje substrate temelji na razliki med 
aminokislinami, ki določajo velikost in obliko žepov. Pri AChE je t.i. acil-vezavni žep 
prostorsko omejen zaradi dveh aromatskih aminokislin Phe295 in Phe297, medtem ko sta 
pri BChE ti aminokislini zamenjani z manjšima Val288 in Leu286. Razliko v velikosti acil-
vezavnega žepka izkoriščamo tudi za načrtovanje selektivnih zaviralcev BChE [36, 39]. 
Najpomembnejša AK za vezavo ACh na AChE je Trp84 in oksoanionska luknja, ki 
interagira z negativno nabitim kisikom keto skupine med katalizo in tako poveča katalitično 
učinkovitost [37]. Holin-vezavni žep je pri AChE sestavljen iz Trp86 in Phe338, pri BChE 
pa ta žep tvorita AK ostanka Trp82 in Ala328 [36]. 
    
Slika 3: Aktivno mesto BChE in AChE, prirejeno po virih [39, 40]. 
1.1.4.2 Delovanje BChE 
Periferno anionsko vezavno mesto je vhod v aktivno mesto. Sestavljeno je iz dveh 
aminokislin Asp70 in Tyr332, ki sta medsebojno povezani z vodikovo vezjo ter tako dajeta 
arhitekturno značilnost BChE. Substrat se najprej veže s pozitivno nabitim kvarternim 
dušikovim ionom na negativno nabiti anionski mesti omenjenih aminokislin. Tako pride do 
formacije kation-π interakcij in do spremembe konformacije encima ter do posledičnega 




zbližanja Ω-zanke. Ob tem substrat zdrsne naprej v holinski žepek, kjer se veže na Trp82, 
kjer tvori kation-π interakcijo. Oksoanionska luknja se nahaja pod holin-vezavnim mestom. 
Sestravljajo jo tri aminokisline in sicer Gly116, Gly117 in Ala199, vezava nanje pa omogoča 
primerno stabilizacijo in orientacijo prehodnega stanja. V katalitični triadi, ki se nahaja na 
dnu žepka ima najpomembnejšo vlogo aminokislina Ser198. V katalitični triadi namreč 
zaradi prenosa protona postane hidroksilna skupina Ser198 dovolj nukleofilna, da lahko 
napade karbonilni ogljik v estru substrata, sprosti pa se holinski del molekule. Aciliran encim 
se regenerira s hidrolizo z nukleofilnim napadom vode [39]. 
1.1.4.3 Program LiSiCA in preučevanje 1,3-substituiranih piperidinov  
Z namenom sinteze novih selektivnih zaviralcev BChE so raziskovalci s Fakultete za 
farmacijo v sodelovanju s Kemijskim inštitutom razvili program LiSiCA (angl. ligand 
similarity using clique algorithm). Program temelji na virtualnem rešetanju ligandov (angl. 
ligand-based virtual screening - LBVS) pri čemer zelo hitro najde 2D in 3D podobnosti med 
pari molekul. Za delovanje potrebuje vsaj eno konformacijo referenčne spojine in predhodno 
izdelano podatkovno bazo konformacij tarčnih spojin v 3D ali seznam atomov in vezi za 
vsako tarčno spojino v 2D. LiSiCA pri iskanju podobnosti med molekulami upošteva vsak 
atom posebej, medtem ko ostali programi LBVS upoštevajo funkcionalne skupine. Program 
deluje tako, da pretvori vsako molekulo v molekulski graf in nato z algoritmom maksimalne 
klike med molekulami išče strukturne podobnosti, ki jih izrazi z uporabo t.i. Tanimoto 
koeficienta (koeficeint, ki izraža stopnjo podobnosti med molekulami). Na osnovi referečne 
spojine, nanomolarnega zaviralca hBChE (1,3-disubstituiran piperidinski analog [38]) so 
odkrili povsem nove molekule z drugačnimi strukturami, ki prav tako zavirajo delovanje 
hBChE (Slika 4). Spojina A ima zaviralno delovanje na hBChE z IC50 = 80,3 nM, zato so 
njeno strukturo uporabili za nadaljnjo optimizacijo [41].  
 
Slika 4: Selektivni zaviralci BChE [38, 41]. 




2 NAMEN DELA 
Na podlagi znanega selektivnega zaviralca BChE – spojine A (Slika 5), ki je bila 
identificirana s programom LiSiCA, bomo pripravili manjšo knjižnico analogov tega 
zaviralca. Na benzenov obroč zaviralca bomo uvedli različne substituente, pri tem pa 
ohranili osnovno strukturo spojne vodnice nespremenjeno. Najprej bomo sintetizirali 
ustrezne Wittigove soli, nato pa analoge s ključno rekacijsko stopnjo - Wittigovo reakcijo. 
Sledilo bo kromatografsko čiščenje in ločevanje cis in trans izomerov, redukcija dvojne vezi 
(za pripravo reduciranih analogov), odstranitev Boc zaščitne skupine in alkiliranje. 
Sintetizirali bomo tudi analoga, kjer bomo etilni distančnik med benzenom in piperidinom 
skrajšali oziroma podaljšali za eno metilensko enoto. Identiteto in čistost sintetiziranih 
analogov bomo potrdili z različnimi analitskimi metodami. Biokemijsko bomo na izoliranem 
rekombinantnem encimu hBChE ovrednotili zaviralno delovanje teh spojin. Zaviralno 
delovanje derivatov bomo preverili tudi na strukturno podobnem encimu humane AChE 
(hAChE). Za izvedbo testa bomo uporabili Ellmanovo metodo, ki temelji na hidrolizi 
tioestra, ki nato reagira z Ellmanovim reagentom. 
 
Slika 5: Načrtovanje zaviralcev BChE. 




3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
Pri sintezi smo uporabljali topila in reagente različnih proizvajalcev: Acros Organics, Sigma-
Aldrich, Merck, Carlo Erba, Apollo Scientific, Fluka. Brezvodni THF smo tik pred uporabo 
predhodno pripravili z destilacijo v argonovi atmosferi ob prisotnosti Na in benzofenona. 
3.2 METODE 
3.2.1 KROMATOGRAFSKE METODE 
3.2.1.1 Tankoplastna kromatografija (TLC)  
TLC smo uporabljali za spremljanje poteka reakcij, preverjanje čistosti končnih in vmesnih 
spojin ter za izbiro najustreznejše mobilne faze za kolonsko kromatografijo. Uporabljali smo 
ploščice Silica gel 60 F254 proizvajalca Merck. Ploščice imajo 0,20 mm debel nanos 
silikagela s fluorescentnim indikatorjem na aluminijastem nosilcu velikosti 20 × 20 cm. 
Mobilne faze, ki smo jih uporabili, so navedene pri posameznih spojinah. Prisotnost spojin 
na kromatografskih ploščicah smo detektirali z UV svetlobo pri valovnih dolžinah λ = 254 
nm in λ = 366 nm ter z orositvenimi reagenti (ninhidrin in 2,4-dinitrofenilhidrazin). 
3.2.1.2 Kolonska »flash« kromatografija 
Kolonsko kromatografijo smo uporabili za čiščenje vmesnih spojin, končnih produktov in 
ločevanje cis/trans izomerov. Izvajali smo jo v steklenih kolonah z uporabo stacionarne faze 
Silica Gel 60 proizvajalca Merck z velikostjo delcev 0,04–0,063 mm in povprečno velikostjo 
por 60 Å v različnih mobilnih fazah, ki so navedene pri opisih sinteznih postopkov.  
3.2.1.3 Reverznofazna tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (RPHPLC) 
HPLC smo uporabili za določitev primesi in nečistot končnih spojin. Uporabljali smo sistem 
Thermo Fisher UltimMate 3000 UPLC. Kolona Acquity UPLC HSS C18 1,8 µm (2,1 mm × 
50 mm) je bila termostatirana na 40 °C. Pretok mobilne faze je bil 0,4 mL/min ob volumnu 
injiciranja 5 µL. Koncentracija vzorca, ki smo jo uporabili za injiciranje, je bila 0,2 mg/mL 
(v 100 % MeOH). Mobilna faza pri metodi je bila mešanica 0,1 % TFA(aq) in MeCN. 
Gradient (za MeCN): 0–7 min, 10 % do 90 % MeCN; 7–10 min, 90 % MeCN. 




3.2.1.4 Reverzno fazna kromatografija 
Za dodatno čiščenje končnih spojin smo uporabili preparativno »flash« visokoločjivostno 
tekočinsko kromatografijo (angl. High performance flash chromatography) s sistemom 
Biotage Isolera One in kolono Biotage SNAP Cartiridge KP-C18-HS (30 g), velikosti 70 
mm × 30 mm, reverznofazno stacionarno fazo z velikostjo delcev 30 µm. Mobilna faza je 
bila mešanica 0,1 % TFA(aq) in MeOH. Pretok mobilne faze je bil 10 mL/min. Detektor 
UV-Vis je spremljal potek separacije pri valovnih dolžinah λ = 254 nm in λ = 220 nm. 
3.2.2 SPEKTROSKOPSKE METODE 
3.2.2.1 Jederska magnetnoresonančna spektroskopija (NMR):  
NMR smo uporabljali za potrjevanje identitete spojin in preverjanje njihove čistosti. 
Vmesnim spojinam smo posneli samo 1H NMR spekter, končnim pa poleg 1H tudi 13C NMR 
spektre. Spektre smo posneli na Bruker AVANCE III 400 MHz spektrometru. Devterirani 
topili, ki smo jih uporabili za raztapljanje vzorcev, sta bili CDCl3 in DMSO-d6. Kemijske 
premike (δ) v enotah parts per million (ppm) smo podali glede na signal topila. Sklopitvene 
konstante (J) so podane v hertzih (Hz), vrhove pa smo označili z naslednjimi oznakami: s – 
singlet, bs – široki singlet, m – multiplet, d – dublet, t – triplet, q – quartet, p – pentet, dd – 
dublet dubleta, ddd – dublet dubleta dubleta, dt – dublet tripleta, tdd – triplet dubleta dubleta. 
Za obdelavo spektrov smo uporabili program MestReNova proizvajalca Mestrelab Research 
S.L. 
3.2.2.2 Infrardeča spektroskopija (IR): 
IR spektre smo posneli končnim spojinam na spektrometru FT-IR System, Spectrium BX z 
ATR tehniko. 
3.2.2.3 Masna spektometrija (MS): 
Masni spektri so bili posneti na masnem spektrometru Q Executive Plus (proizvajalec 
Thermo Scientific). 
3.2.3 DOLOČANJE TEMPERATURE TALIŠČA 
Spojinam v trdnem agregatnem stanju smo določili temperaturo tališča s pomočjo talilnega 
Kofflerjevega mikroskopa z ogrevalno mizico Leica. 




3.2.4 POIMENOVANJE IN RISANJE SPOJIN 
Program ChemDraw Ultra 12.0 proizvajalca Cambridge Soft smo uporabili za risanje in 
poimenovanje spojin ter risanje reakcijskih shem. 
3.2.5 BIOKEMIJSKO TESTIRANJE 
Končnim spojinam smo z Ellmanovo metodo ovrednotili zaviralno delovanje na encim 
hBChE in selektivnost v primerjavi s hAChE.  
3.2.5.1 Vrednotenje zaviralnega delovanja spojin z Ellmanovo metodo 
Ellmanova metoda (Slika 6) temelji na principu encimske razgradnje substrata in nastanku 
aniona, katerega količino merimo spektrofotometrično. Inhibitorno aktivnost končnih spojin 
smo opredelili z vrednostjo IC50, to je koncentracija spojine, pri kateri pride do polovičnega 
zmanjšanja aktivnosti encima. Test smo izvedli z uporabo humane rekombinantne BChE 
(hBChE) in humane rekombinantne AChE (hAChE). Ker se tioholini vežejo v aktivno mesto 
holinesteraz z večjo afiniteto kot naravni substrati, smo pri encimski reakciji kot substrat za 
BChE uporabili butiril tioholin, za AChE pa acetil tioholin. K reakciji smo dodali Ellmanov 
reagent (5,5`-ditiobis(2-nitrobenzojska kislina)) oz DTNB, ki reagira s tioholinom, ki 
nastane po cepitvi tioestra z BChE oz. AChE. Reakcija poteka hitro, pri čemer nastane 2-
nitro-5-tiobenzoatni anion (TNB–), ki ima absorpcijski maksimum pri λ = 412 nm. Z 
dodatkom spojin, ki zavirajo delovanje encima, nastane manj intenzivna rumena barva (nižja 
absorbanca pri 412 nm), kar je posledica manjše encimske aktivnosti AChE oz. BChE. Test 
izvajamo na mikrotitrski ploščici z merjenjem absorbance v določenem časovnem intervalu. 
S pomočjo linearne regresije smo izračunali vrednost povprečnega naklona oz. začetno 
hitrost encimske reakcije. Rezidualno aktivnost (RA) smo nato izračunali iz začetnih hitrosti 
reakcij. S pomočjo programa GraphPadPrism smo iz RA pri različnih koncentracijah 
izračunali IC50 vrednosti za posamezne spojine. 





Slika 6: Princip Ellmanove metode. 
3.2.5.2 Materiali in aparature 
Testne spojine in reagenti:  
o rekombinantna hBChE in hAChE 
o S-butiriltioholin jodid (BTCI) oz. acetiltioholin jodid (ATCI)  
o Ellmanov reagent (DTNB) oz. 5,5`-ditiobis(2-nitrobenzojska kislina) (Sigma) 
o spojine 31–39  
o 0,1 M fosfatni pufer (pH = 8,0) (Na2HPO4 × 2H2O) 
o DMSO 
3.2.5.3 Postopek izvedbe testa 
Encimski test smo izvajali na mikrotitrskih ploščicah v triplikatih (končni volumen raztopine 
300 µL; 1 % DMSO). Za slepi vzorec smo v mikrotitrsko ploščico nanesli DMSO (brez 
testne spojine). V ostale vdolbinice smo najprej nanesli osnovno raztopino DTNB, nato 
raztopino končne spojine, sledil je dodatek encima ter 5 minutna inkubacija, da se je 
vzpostavilo ravnotežje kompleksa encim – zaviralec. Sledil je dodatek osnovne raztopine 
substrata BTCI (oz. ATCI pri AChE) pri sobni temperaturi in merjenje absorbance pri λ = 
412 nm v intervalu ene minute.  




3.2.5.4 Analiza rezultatov 
Iz linearnega trenda naraščanja absorbanc v prvi minuti po dodatku substrata smo izračunali 
povprečni naklon, ki predstavlja začetno hitrost encimske reakcije vi. Iz vdolbinice, ki je 
vsebovala samo DMSO, smo izračunali začetno hitrost v0. Nato smo izračunali rezidualno 
aktivnost encima (RA = vi / v0), ki nam pove zaviralno aktivnost testnih spojin in narisali 
graf odvisnosti RA od koncentracije spojine. Iz tega smo izračunali IC50 vredost po enačbi: 
Y = Min + (Max – Min)/(1 + 10^((Log IC50 – X)×Hill koeficient)), pri čemer Y predstavlja 
RA vrednost, X pa dekadični logaritem koncentracije. 
  




4 EKSPERIMENTALNO DELO  
4.1 Sinteza 1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-3-karboksilne kisline (1)  
 
 
Slika 7: Reakcijska shema sinteze spojine 1 
Piperidin-3-karboksilno kislino (10 g, 0,077 mol, 1 ekv.) smo raztopili v zmesi 1 M NaOH 
(40 mL), dioksana (40 mL) in prečiščene vode (40 mL) ter nastalo raztopino ohladili do 0 
°C na ledeni kopeli. Med mešanjem reakcijske zmesi smo dodali Boc2O (20,166 g, 0,092 
mol, 1,2 ekv.) predhodno raztopljen v dioksanu (40 mL). Reakcijsko zmes smo pustili mešati 
čez noč pri sobni temperaturi. Polovični organski del zmesi topil smo odstranili z 
rotavapiranjem, nato preostanek v bučki prenesli v lij ločnik in ga nakisali z 1 M HCl do pH 
2–3. Sledila je ekstrakcija z etil acetatom (2 × 100 mL). Združene organske faze smo nato 
sušili z Na2SO4, filtrirali ter topilo odparili pri znižanem tlaku. 
Produkt: 1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-3-karboksilna kislina (1) M = 229,27 g/mol 
Izgled: beli kristali Ttal.: 144–146 °C 
TLC: Rf (diklorometan/metanol = 9/1) = 0,48, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 92 % 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 1.27–1.37 (m, 1H), 1.38 (s, 9H), 1.42–1.64 (m, 2H), 1.88–
1.93 (m, 1H), 2.26–2.33 (m, 1H), 2.82 (ddd, J = 13.5, 10.8, 3.1 Hz, 1H), 2.80–3.10 (m, 1H), 
3.68 (bs, 1H), 3.85–3.96 (m, 1H), 12.33 (bs, 1H). 
4.2 Sinteza terc-butil 3-(metoksi(metil)karbamoil)piperidin-1-karboksilata (2) 
 
 
Slika 8: Reakcijska shema sinteze spojine 2  
Spojini 1 (16,294 g, 0,070 mol, 1 ekv.) smo v naslednjem zaporedju dodali: 200 mL 
diklorometana, TBTU (26,86 g, 0,084 mol, 1,2 ekv.), Et3N (48,31 mL, 0,349 mol, 5 ekv.) in 




N,O-dimetilhidroksilamonijev klorid (8,160 g, 0,08364 mol, 1,2 ekv.). Reakcijsko zmes smo 
pustili mešati pri sobni temperaturi čez noč. Nato smo odparili diklorometan in preostanku 
v bučki dodali etil acetat (60 mL). Zmes smo spirali z 1 M HCl (2 × 30 mL), nasičeno 
raztopino NaHCO3 (2 × 30 mL), prečiščeno vodo (1 × 30 mL) in nasičeno raztopino NaCl 
(1 × 30 mL). Organsko fazo smo nato sušili z Na2SO4 ter topilo odparili pri znižanem tlaku. 
Rumen oljnat produkt, ki smo ga dobili, smo nato očistili s kolonsko kromatografijo, pri 




M = 272,35 g/mol 
Izgled: bela amorfna snov Ttal.: 89–91 °C 
TLC: Rf (etil acetat/heksan = 1/1) = 0,34, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 77 % 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.41–1.51 (m, 10H), 1.58–1.72 (m, 2H), 1.88–1.93 (m, 1H), 2.68 
(bs, 1H), 2.74–2.85 (m, 2H), 3.17 (s, 3H), 3.71 (s, 3H), 4.11 (bs, 2H). 
4.3 Sinteza terc-butil-3-formilpiperidin-1-karboksilata (3) 
 
 
Slika 9: Reakcijska shema sinteze spojine 3 
V bučko smo natehtali spojino 2 (6,96 g, 0,02556 mol, 1 ekv.), dodali brezvodni 
tetrahidrofuran (20 mL) ter reakcijsko zmes mešali na ledeni kopeli v inertni atmosferi z 
argonom. Nato smo postopoma dodajali LiAlH4 (1,455 g, 0,038 mol, 1,5 ekv.) in raztopino 
pustili mešati še 1,5 h na ledeni kopeli v argonovi atmosferi. Reakcijo smo ustavili 
postopoma, z dodajanjem nasičene raztopine NaHCO3 (30 mL). Nato smo reakcijsko zmes 
ekstrahirali z etil acetatom (3 x 40 mL). Združene organske faze smo nato spirali še s 
prečiščeno vodo (1 x 50 mL) in nasičeno raztopino NaCl (1 x 50 mL), sušili z Na2SO4, 
odfiltrirali in topilo odparili pri znižanem tlaku. Dobili smo brezbarven oljnat produkt 3, ki 
smo ga shranili v zamrzovalniku (–20 °C). 
  




Produkt: terc-butil-3-formilpiperidin-1-karboksilat M = 213,28 g/mol 
Izgled: brezbarvna oljnata snov 
TLC: Rf (etil acetat/heksan = 2/1) = 0,58, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 97 % 
4.4 SPLOŠNI POSTOPEK SINTEZE WITTIGOVEGA REAGENTA 
Ustrezni količini trifenilfosfina (1 ekv.) raztopljenega v acetonitrilu (50 mL) smo dodali 
benzil ali fenetil halid (1 ekv.). Reakcijsko zmes smo nato pri temperaturi refluksa (90 °C) 
mešali preko noči. Izpadlo oborino smo odnučali, sprali z dietil etrom (10 mL) ter produkt 
dobro posušili. Če oborina ni izpadla smo najprej odparili topilo, preostanku v bučki pa 
dodali dietil eter (30–50 mL), izpadli produkt odnučali ter ga posušili. Produkt smo brez 
dodatnega čiščenja uporabili v naslednji reakciji. 
4.4.1 Sinteza (4-fluorofenetil)trifenilfosfonjevega bromida (4)  
 
 
Slika 10: Reakcijska shema sinteze spojine 4 
Trifenilfosfinu (9,364 g, 0,0357 mol, 1,0 ekv.) v acetonitrilu smo dodali 4-fluorofenetil 
bromid (5,0 mL, 0,0357 mol, 1,0 ekv.) ter po postopku splošne sinteze Wittigovega reagenta 
dobili 8,6 g spojine 4. 
Produkt: (4-fluorofenetil)trifenilfosfinijev bromid M = 465,35 g/mol 
Izgled: rumenkasto olje 










4.4.2 Sinteza 5-(klorometil)-8-hidroksi-2-metilkinolinijev klorida (5) 
 
 
Slika 11: Reakcijska shema sinteze spojine 5 
Mešanici 8-hidroksikinolidina (11,86 g, 0,073 mol, 1 ekv.), koncentrirane HCl (80 mL, 
0,966 mol, 13 ekv) in 37 % formaldehida (12,8 mL, 0,129 mol, 1,7 ekv.) smo dodali cinkov 
klorid (1,2 g, 8,8 mmol, 0,12 ekv). Mešanico smo pustili mešati čez vikend pri čemer je 
izpadla trdna snov. Izpadli produkt smo nato odnučal ter sušili v sušilniku pri 50–60 °C čez 
noč. Dobili smo 8,897 g rumenega prahu. 
Produkt: 5-(klorometil)-8-hidroksi-2-metilkinolinijev klorid M = 245,11 g/mol 
Izgled: rumen prah  
Izkoristek reakcije: 49 % 




Slika 12: Reakcijska shema sinteze spojine 6 
Trifenilfosfinu (9,56 g, 0,036 mol, 1,0 ekv.) v acetonitrilu smo dodali 5-(klorometil)-8-
hidroksi-2-metilkinolinijev klorid (5) (8,897 g, 0,036 mol, 1,0 ekv.) ter po postopku splošne 
sinteze Wittigovega reagenta dobili 18,13 g spojine 6. 
 






M = 506,40 g/mol 
Izgled: bela amorfna snov 
Izkoristek reakcije: 98 % 
4.4.4 Poskus sinteze 2-(bromometil)-5-hidroksi-4H-piran-4-ona (7)  
 
Slika 13: Reakcijska shema sinteze spojine 7 
Kojično kislino oz. 5-hidroksi-2-(hidroksimetil)-4H-piran-4-on (5,0 g, 0,035 mol, 1 ekv.) 
smo razopili v acetonu (100 mL), dodali K2CO3 (7,29 g, 0,053 mol, 1,5 ekv.) ter po kapljicah 
MeSO2Cl (2,99 mL, 0,039 mol, 1,1 ekv.). Reakcijsko zmes smo pustili mešati 1 h na ledeni 
kopeli pri 0 °C. Nato smo reakcijski zmesi (še vedno na ledeni kopeli) dodali LiBr (3,36 g, 
0,039 mol, 1,1 ekv.) ter jo pustili mešati čez noč pri sobni temperaturi. Reakcijski zmesi smo 
naslednji dan odparili topilo ter produkt očistili s kolonsko »flash«  kromatografijo (MF: etil 
acetat/heksan = 4/1). Reakcija v drugi stopnji ni potekla, izolirali smo 3,545 g (5-hidroksi-
4-okso-4H-piran-2-il)metil metansulfonata (7a). 
4.4.5 Sinteza 2-(klorometil)-5-hidroksi-4H-piran-4-ona (8) 
 
 
Slika 14: Reakcijska shema sinteze spojine 8 
Mešanico kojične kisline (5,0 g, 0,035 mol, 1 ekv.), in tionil klorida (51,0 mL, 0,70 mol, 20 
ekv.) smo mešali 30 min pri sobni temperaturi. Nastalo oborino smo odnučali in sprali s 
heksanom. Pridobili smo 3,982 g spojine (8). 
 




Produkt: 2-(klorometil)-5-hidroksi-4H-piran-4-on M = 160,55 g/mol 
Izgled: bel amorfen prah 
TLC: Rf (diklorometan/metanol = 9/1) = 0,54 
Izkoristek reakcije: 70 % 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 4.46 (s, 2H), 6.57 (s, 1H), 8.13 (s, 1H). 
4.4.6 Sinteza ((5-hidroksi-4-okso-4H-piran-2-il)metil)trifenilfosfonijevega 
klorida (9)  
 
Slika 15: Reakcijska shema sinteze spojine 9 
Trifenilfosfinu (6,50 g, 0,0248 mol, 1,0 ekv.) v acetonitrilu smo dodali 2-(klorometil)-5-
hidroksi-4H-piran-4-on (3,982 g, 0,0248 mol, 1,0 ekv.) ter po postopku splošne sinteze 
Wittigovega reagenta dobili 9,45 g spojine 9. 
Produkt: ((5-hidroksi-4-okso-4H-piran-2-
il)metil)trifenilfosfonijev klorid 
M = 422,85 g/mol 
Izgled: rumena amorfna snov 
Izkoristek reakcije: 96 % 
4.4.7 Sinteza (4-metoksibenzil)trifenilfosfonijevega klorida (10) 
 
 
Slika 16: Reakcijska shema sinteze spojine 10 
Trifenilfosfinu (7,737 g, 0,0295 mol, 1,0 ekv.) v acetonitrilu smo dodali 4-metoksibenzil 
klorid (4 mL, 0,0295 mol, 1,0 ekv.) ter po postopku splošne sinteze Wittigovega reagenta 
dobili 10,95 g spojine 10. 




Produkt: (4-metoksibenzil)trifenilfosfonijev klorid M = 418,89 g/mol 
Izgled: bela amorfna snov 
Izkoristek reakcije: 81 % 
4.4.8 Sinteza trifenil(4-(trifluorometoksi)benzil)fosfonijevega klorida (11)  
 
 
Slika 17: Reakcijska shema sinteze spojine 11 
Trifenilfosfinu (5,14 g, 0,0196 mol, 1,0 ekv.) v acetonitrilu smo dodali 4-
(trifluorometoksi)benzil bromid (5,00 g, 0,0196 mol, 1,0 ekv.) ter po postopku splošne 
sinteze Wittigovega reagenta dobili 9,868 g spojine 11. 
Produkt: trifenil(4-(trifluorometoksi)benzil)fosfonijev bromid M = 517,32 g/mol 
Izgled: bela amorfna snov Ttal: 185–189 °C 
Izkoristek reakcije: 97 % 
4.5 SPLOŠNI POSTOPEK WITTIGOVE REAKCIJE 
Wittigov reagent, ki smo ga sintetizirali po splošnem postopku sinteze Wittigovega reagenta, 
(1,1 ekv.) smo raztopili v brezvodnem tetrahidrofuranu pod argonovo atmosfero. Nato smo 
z brizgo pri sobni temperaturi dodali natrijev bis(trimetilsilil)amid – NaHMDS (1 M v THF, 
1,2 ekv.) ali LiHMDS (1,2 ekv) pri čemer se je raztopina obarvala oranžno-rdeče. Dodali 
smo v THF (15 mL) raztopljen N-Boc zaščiten piperidin-3-on oziroma piperidin-3-
karbaldehid (1 ekv.). Nastalo raztopino smo pustili čez noč mešati pri sobni temperaturi v 
atmosferi z argonom. Reakcijo smo naslednji dan prekinili z dodatkom nasičene raztopine 
NaHCO3 (15 mL). Suspenziji smo nato odparili topilo pri znižanem tlaku in belemu 
preostanku v bučki dodali EtOAc (50 mL) in nasičeno vodno raztopino NaHCO3 (50 mL) 
ter mešanico prenesli v lij ločnik. Fazi sta se ločili, nato smo vodno fazo spirali z etil 
acetatom (2 × 30 mL) ter združene organske faze sprali z nasičeno vodno raztopino NaCl (1 
× 50 mL), sušili z brezvodnim Na2SO4, prefiltrirali ter pri znižanem tlaku odparili topilo. 




Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo, pri čemer smo uporabili metodo suhega 
nanosa vzorca na kolono.  




Slika 18: Reakcijska shema sinteze spojine 12 
Iz terc-butil 3-oksopiperidin-1-karboksilata (2,5 g, 0,013 mol, 1,0 ekv), (4-
fluorobenzil)trifenilfosfonijevega bromida (6,299 g, 0,014 mol, 1,1 ekv) in NaHMDS (1 M 
raztopina v THF; 15,6 mL, 0,0156 mol, 1,2 ekv.) smo po splošnem postopku Wittigove 
reakcije dobili zmes cis in trans izomera, ki smo jo očistili s kolonsko kromatografijo (MF: 










M = 291,37 g/mol 
Izgled: brezbarvna tekočina Ttal.: / 
TLC: Rf (petroleter/eter = 9/1) = 0,33, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 43 % (celokupni) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.24–1.50 (m, 24H, cis + trans), 1.59 (p, J = 6.0 Hz, 2.8H, trans), 
1.69 (p, J = 5.9 Hz, 2H, cis), 2.37 (ddd, J = 6.3, 5.3, 1.4 Hz, 2H, cis), 2.46 (td, J = 6.3, 1.5 Hz, 
2.8H, trans), 3.47–3.50 (m, 4.8H, cis + trans), 3.99 (s, 2.8H, trans), 4.13 (bs, 2H, cis), 6.26 (s, 
1H, cis), 6.35 (s, 1.4H, trans), 6.96–7.03 (m, 4.8H, cis + trans), 7.13–7.21 (m, 4.8H, cis + trans). 




4.5.2 Sinteza terc-butil (E/Z)-3-(3-(4-fluorofenil)prop-1-en-1-il)piperidin-1-
karboksilata (13)  
 
 
Slika 19: Reakcijska shema sinteze spojine 13 
Iz spojine 3 (2,0 g, 9,38 mmol, 1 ekv.), 4 (3,976 g, 0,010 mol, 1,1 ekv.) in NaHMDS (1 M 
raztopina v THF; 11,25 mL, 0,011 mol, 1,2 ekv.) smo po splošnem postopku Wittigove 
reakcije dobili surov produkt, ki smo ga očistili s kolonsko kromatografijo (MF: 
petroleter/eter = 9/1, v/v). Izolirali smo 1,159 g končnega produkta kot zmes 90 % cis in 10 
% trans izomera. 
Produkt: terc-butil (E/Z)-3-(3-(4-fluorofenil)prop-1-en-il))piperidin-
1-karboksilat 
M = 319,42 g/mol 
Izgled: brezbarvna tekočina Ttal.: / 
TLC: Rf (diklorometan/metanol = 9/1) = 0,26, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 39 % (celokupni) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.27–1.33 (m, 1.1H, cis + trans), 1.45–1.55 (m, 11H, cis + trans), 
1.67 (dt, J = 13.4, 3.5 Hz, 1.1H, cis + trans), 1.80 (d, J = 13.2 Hz, 1.1H, cis + trans), 2.48–2.60 
(m, 2.2H, cis + trans), 2.74 (ddd, J = 13.1, 11.6, 3.1 Hz, 1.1H, cis + trans), 3.29 (d, J = 6.8 Hz, 
0.1H, trans), 3.41 (d, J = 7.4 Hz, 2H, cis), 3.84–4.05 (m, 2.2H, cis + trans), 5.26–5.32 (m, 1H, 
cis), 5.38 (dd, J = 15.5, 6.8 Hz, 0.1H, trans), 5.54 (dt, J = 10.8, 7.4 Hz, 1H, cis), 5.60–5.64 (m, 
0.1H, trans), 6.94–7.00 (m, 2.2H, cis + trans), 7.11–7.15 (m, 2.2H, cis + trans). 




Slika 20: Reakcijska shema sinteze spojine B 




Iz spojine 3 (2,5 g, 0,012 mol, 1 ekv.), 6 (6,45 g, 0,013 mol, 1,1 ekv.) in NaHMDS (1 M 
raztopina v THF; 14,1 mL, 0,014 mol, 1,2 ekv.) nam po splošnem postopku Wittigove 
reakcije želene spojine ni uspelo sintetizirati. 




Slika 21: Reakcijska shema sinteze spojine C 
Iz spojine 3 (2,0 g, 0,0094 mol, 1 ekv.), 9 (4,36 g, 0,010 mol, 1,1 ekv.) in NaHMDS (1M 
raztopina v THF; 11,25 mL, 0,011 mol, 1,2 ekv.) nam po splošnem postopku sinteze 
Wittigove reakcije želene spojine ni uspelo sintetizrati. 




Slika 22: Reakcijska shema sinteze spojine 14a-b 
Iz spojine 3 (2,0 g, 0,0094 mol, 1 ekv.), (3-fluorobenzil)trifenilfosfonijevega klorida (4,20 
g, 0,010 mol, 1,1 ekv.) in NaHMDS (1 M raztopina v THF; 11,25 mL, 0,011 mol, 1,2 ekv.) 
smo po splošnem postopku Wittigove reakcije dobili surov produkt, ki smo ga očistili s 
kolonsko kromatografijo (MF: petroleter/eter = 9/1, v/v) in izolirali 1,722 g produkta,ki 
vsebuje 30 % cis derivata (14a) in 70 % trans derivata (14b). 
 




Produkt: terc-butil (E/Z)-3-(3-(4-fluorostiril)piperidin-1-karboksilat  M = 305,43 g/mol 
Izgled: brezbarvno olje Ttal.: / 
TLC: Rf (petroleter/eter) = 9/1) = 0,28, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 60 % (celokupni) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.30–1.50 (m, 14H, cis + trans), 1.62–1.73 (m, 1.4H, cis + trans), 
1.81–1.87 (m, 0.4H, cis), 1.89–1.95 (m, 1H, trans), 2.28–2.36 (m, 1H, trans), 2.58–2.82 (m, 
3.2H, cis + trans), 3.91–4.14 (m, 2.8H, cis + trans), 5.46 (dd, J = 11.7, 9.8 Hz, 0.4H, cis), 6.10 
(dd, J = 16.0, 7.1 Hz, 1H, trans), 6.39–6.43 (m, 1.4H, trans), 6.85–7.10 (m, 4.2H, cis + trans), 
7.21–7.33 (m, 1.4H, cis + trans).  




Slika 23: Reakcijska shema sinteze spojine 15a-b 
Iz spojine 3 (1,0 g, 0,00469 mol, 1 ekv.), (4-metoksibenzil)trifenilfosfonijevega klorida 
(2,160 g, 0,00516 mol, 1,1 ekv.) in LiHMDS (0,941 g, 0,00563 mol, 1,2 ekv.) smo po 
splošnem postopku Wittigove reakcije dobili surov produkt, ki smo ga očistili s kolonsko 
kromatografijo (MF: petroleter/eter = 9/1, v/v) in izolirali 0,620 g zmesi, ki vsebuje 20 % 
cis derivata (15a) in 80 % trans derivata (15b). 
Produkt: terc-butil (E/Z)-(3-(4-metoksistiril)piperidin-1-karboksilat  M = 317,43 g/mol 
Izgled: bela amorfna snov Ttal.: 55–60 °C 
TLC: Rf (petroleter/eter) = 9/1) = 0,22, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 42 % (celokupni) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.31–1.40 (m, 1.3H, cis + trans), 1.44–1.54 (m, 13H, cis + trans), 
1.62–1.71 (m, 1.3H, cis + trans), 1.82–1.86 (m, 0.3H, cis), 1.89–1.95 (m, 1H, trans), 2.24–2.33 
(m, 1H, trans), 2.57–2.79 (m, 2.9H, cis + trans), 3.80 (s, 3H, trans), 3.82 (s, 0.9H, cis), 3.96–
4.13 (m, 2.6H, cis + trans), 5.32 (dd, J = 11.7, 9.7 Hz, 0.3H, cis), 5.94 (dd, J = 16.0, 7.0 Hz, 
1H, trans), 6.36–6.41 (m, 1.3H, trans), 6.82–6.86 (m, 2H, trans), 6.87–6.89 (m, 0.6H, cis), 
7.23–7.25 (m, 0.6H, cis), 7.26–7.29 (m, 2H, trans). 




4.5.7 Sinteza terc-butil (E/Z)-3-(4-(trifluorometoksi)stiril)piperidin-1-
karboksilata (16a in 16b) 
 
 
Slika 24: Reakcijska shema sinteze spojine 16a-b 
Iz spojine 3 (2,0 g, 0,00938 mol, 1 ekv.), trifenil(4-(trifluorometoksi)benzilfosfonijevega 
bromida (5,340 g, 0,0103 mol, 1,1 ekv.) in NaHMDS (0,6 M raztopina v toluenu; 1,75 mL, 
0,0112 mol, 1,2 ekv.) smo po splošnem postopku Wittigove reakcije dobili surov produkt, 
ki smo ga očistili s kolonsko kromatografijo (MF: petroleter/eter = 9/1, v/v), in izolirali tri 
frakcije. Prva: čisti trans (0,349 g) (16b); druga (1,028 g): 10 % cis, 90 % trans; tretja (0,450 
g): 50 % cis derivata in 50 % trans derivata. V nadaljevanju smo želeli v tretji frakciji 
popolnoma ločiti cis od trans derivata zato smo izvedli dodatno separacijo s kolono (MF: 
petroleter/eter = 9/1, v/v), pri čemer smo dobili 0,144 g čistega cis derivata (16a). 
Produkt: terc-butil (Z)-(3-(4-trifluorometoksistiril)piperidin-
1-karboksilat (16a) 
M = 371,39 g/mol 
Izgled: brezbarvno olje Ttal.: / 
TLC: Rf (petroleter/eter) = 9/1) = 0,32, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 52 % (celokupni) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.29–1.52 (m, 11H), 1.60–1.70 (m, 1H), 1.80–1.86 (m, 1H), 
2.61–2.71 (m, 2H), 2.74–2.81 (m, 1H), 3.89–4.08 (m, 2H), 5.46 (dd, J = 11.7, 9.8 Hz, 1H), 6.41 
(d, J = 11.7 Hz, 1H), 7.17–7.20 (m, 2H), 7.27–7.32 (m, 2H). 
Produkt: terc-butil (E)-(3-(4-trifluorometoksistiril)piperidin-
1-karboksilat (16b) 
M = 371,39 g/mol 
Izgled: brezbarvno olje Ttal.: / 
TLC: Rf (petroleter/eter) = 9/1) = 0,30, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 52 % (celokupni) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.31–1.56 (m, 11H), 1.67–1.73 (m, 1H), 1.89–1.95 (m, 1H), 
2.27–2.37 (m, 1H), 2.65–2.71 (m, 1H), 2.79 (ddd, J = 13.2, 11.4, 3.1 Hz, 1H), 3.94–4.00 (m, 
1H), 4.03–4.06 (m, 1H), 6.07 (dd, J = 16.0, 7.1 Hz, 1H), 6.43 (dd, J = 16.1, 1.2 Hz, 1H), 7.12–
7.16 (m, 2H), 7.33–7.36 (m, 2H). 




4.6 SPLOŠNI POSTOPEK REDUKCIJE DVOJNE VEZI 
Produkt Wittigove reakcije (1 ekv.) smo raztopili v EtOH (30–40 mL) ter raztopino 10 min 
prepihovali z Ar. Nato smo raztopini dodali 10–20 % (w/w) Pd/C, jo prepihali z vodikom 
ter nastalo suspenzijo mešali čez noč v atmosferi vodika. Potek reakcije smo potrdili s TLC. 
Spojino smo izolirali s filtracijo preko Celita®, spirali z EtOH, filtratu pa odparili topilo pri 
znižanem tlaku. 
4.6.1 Sinzteza terc-butil 3-(4-fluorobenzil)piperidin-1-karboksilata (17)  
 
 
Slika 25: Reakcijska shema sinteze spojine 17 
Iz spojine 12 (1,602 g, 5,48 mmol, 1 ekv.) smo po splošnem postopku redukcije dvojne vezi 
dobili 1,433 g spojine 17. 
Produkt: terc-butil 3-(4-fluorobenzil)piperidin-1-karboksilat M = 293,38 g/mol 
Izgled: brezbarvno olje Ttal.: / 
TLC: Rf (diklorometan/metanol) = 9/1) = 0,42, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 89 % 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.10 (bs, 1H), 1.33–1.48 (m, 10H), 1.57–1.78 (m, 3H), 2.39–
2.56 (m, 3H), 2.77 (bs, 1H), 3.77–4.00 (m, 2H), 6.92–6.98 (m, 2H), 7.06–7.11 (m, 2H). 
4.6.2 Sinteza terc-butil 3-(3-(4-fluorofenil)propil)piperidin-1-karboksilata (18)  
 
 
Slika 26: Reakcijska shema sinteze spojine 18 
Iz spojine 13 (0,834 g, 2,60 mmol, 1 ekv.) smo po splošnem postopku redukcije dvojne vezi 
dobili 0,766 g spojine 18. 
 




Produkt: terc-butil 3-(3-(4-fluorofenil)propil)piperidin-1-karboksilat M = 321,43g/mol 
Izgled: brezbarvno olje Ttal.: / 
TLC: Rf (diklorometan/metanol) = 9/1) = 0,81, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 92 % 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.01 (d, J = 11.9 Hz, 1H), 1.10–1.27 (m, 2H), 1.32–1.46 (m, 
11H), 1.54–1.65 (m, 3H), 1.74–1.80 (m, 1H), 2.32–2.58 (m, 3H), 2.67–2.75 (m, 1H), 3.79–4.00 
(m, 2H), 6.88–6.94 (m, 2H), 7.05–7.11 (m, 2H). 
4.6.3 Sinteza terc-butil 3-(3-fluorofenetil)piperidin-1-karboksilata (19)  
 
 
Slika 27: Reakcijska shema sinteze spojine 19 
Iz spojine 14 (1,292 g, 4,23 mmol, 1 ekv.) smo po splošnem postopku redukcije dvojne vezi 
dobili 1,267 g spojine 19. 
Produkt: terc-butil 3-(3-fluorofenetil)piperidin-1-karboksilat M = 307,40 g/mol 
Izgled: brezbarvno olje Ttal.: / 
TLC: Rf (diklorometan/metanol) = 9/1) = 0,86, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 97 % 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.11–1.19 (m, 1H), 1.37–1.51 (m, 12H), 1.59–1.71 (m, 2H), 
1.80–1.87 (m, 1H), 2.44–2.55 (m, 1H), 2.64 (t, J = 7.9 Hz, 2H) 2.76–2.82 (m, 1H), 3.89 (dt, J 
= 12.9, 3.9 Hz, 1H), 3.90–4.09 (m, 1H), 6.85–6.89 (m, 2H), 6.95 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.20–7.24 
(m, 1H). 
4.6.4 Sinteza terc-butil 3-(4-metoksifenetil)piperidin-1-karboksilata (20)       
 
Slika 28: Reakcijska shema sinteze spojine 20 
Iz spojine 15 (300 mg, 0,945 mmol, 1 ekv.) smo po splošnem postopku redukcije dvojne 
vezi dobili 0,253 g spojine 20. 




Produkt: terc-butil 3-(4-metoksifenetil)piperidin-1-karboksilat M = 319,44 g/mol 
Izgled: brezbarvno olje Ttal.: / 
TLC: Rf (diklorometan/metanol) = 9/1) = 0,80, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 85 % 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.06–1.15 (m, 1H), 1.40–1.56 (m, 13H), 1.60–1.66 (m, 1H), 
1.83–1.86 (m, 1H), 2.42–2.55 (m, 1H), 2.59 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 2.78 (t, J = 12.4 Hz, 1H), 3.78 
(s, 3H), 3.87–4.05 (m, 2H), 6.80–6.84 (m, 2H), 7.07–7.11 (m, 2H). 




Slika 29: Reakcijska shema sinteze spojine 21 
Iz spojine 16 (1,028g, 2,77 mmol, 1 ekv.) smo po splošnem postopku redukcije dvojne vezi 
dobili 0,616 g spojine 21. 
Produkt: terc-butil 3-(4-(trifluorometoksi)fenetil)piperidin-1-
karboksilat 
M = 373,41 g/mol 
Izgled: rumeno olje Ttal.: / 
TLC: Rf (diklorometan/metanol) = 9/1) =0,89, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 60 % 
 1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.07–1.17 (m, 1H), 1.37–1.66 (m, 14H), 1.84–1.87 (m, 1H), 
2.53 (t, J = 11.2 Hz, 1H), 2.65 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 2.80 (ddd, J = 13.1, 11.2, 3.2 Hz, 1H), 3.89 
(dt, J = 13.0, 3.8 Hz, 1H), 3.96–3.99 (m, 1H), 7.10–7.13 (m, 2H), 7.16–7.20 (m, 2H). 
4.7  SPLOŠNI POSTOPEK ODSTRANITVE Boc ZAŠČITNE SKUPINE 
Boc zaščiten derivat (1 ekv.) smo najprej raztopili v 30 mL EtOH. Nato smo postopoma po 
kapljicah dodajali koncentrirano HCl (10 ekv.). Raztopino smo mešali na oljni kopeli pri 
temperaturi 80 °C približno 90 min oz. dokler reakcija ni potekla, kar smo preverili s TLC. 
Nastali raztopini smo nato pri znižanem tlaku odparili topilo, ter produkt brez dodatnega 
čiščenja uporabili v naslednji stopnji sinteze. 
 




4.7.1  Sinteza 3-(4-fluorobenzil)piperidinijevega klorida (22)  
 
 
Slika 30: Reakcijska shema sinteze spojine 22 
Iz spojine 17 (1,433 g, 488 mmol, 1,0 ekv.) in 37 % HCl (4,04 mL, 0,049 mol, 10 ekv.) smo 
po splošnem postopku odstranitve Boc zaščite dobili 0,831 g spojine 22. 
Produkt: 3-(4-fluorobenzil)piperidinijev klorid M = 229,72 g/mol 
Izgled: bela amorfna snov Ttal.: 91–95 °C 
TLC: Rf (diklorometan/metanol) = 9/1) = 0,26, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 74 % 
 
4.7.2 Sinteza 3-(3-(4-fluorofenil)propil)piperidinijevga klorida (23)  
 
 
Slika 31: Reakcijska shema sinteze spojine 23 
Iz spojine 18 (0,566 g, 1,76 mmol, 1,0 ekv.) in 37 % HCl (1,46 mL, 0,0176 mol, 10 ekv.) 
smo po splošnem postopku odstranitve Boc zaščite dobili 0,358 g spojine 23. 
Produkt: 3-(3-(4-fluorofenil)propil)piperidinijev klorid M = 257,77 g/mol 
Izgled: rumena amorfna snov Ttal.: 83–87 °C 
TLC: Rf (diklorometan/metanol) = 9/1) = 0,45, orositveni reagent: ninhidrin. 









4.7.3 Sinteza (E/Z)-3-(3-fluorostiril)piperidinijevega klorida (24)  
 
 
Slika 32: Reakcijska shema sinteze spojine 24 
Iz spojine 14a-b (0,300 g, 0,982 mmol 1,0 ekv) in 37 % HCl (0,81 mL, 9,82 mol, 10 ekv.) 
smo po splošnem postopku odstranitve Boc zaščite dobili 0,288 g spojine 24. 
Produkt: (E/Z)-3-(3-fluorostiril)piperidinijev klorid M = 206,28 g/mol 
Izgled: bela amorfna snov Ttal.: 114–118 °C 
TLC: Rf (diklorometan/metanol) = 9/1) = 0,19, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: > 100 % (produkt je vseboval še topila) 
 
4.7.4 Sinteza 3-(3-fluorofenetil)piperidinijevega klorida (25)  
 
 
Slika 33: Reakcijska shema sinteze spojine 25 
Iz spojine 19 (1,267 g, 4,12 mmol, 1,0 ekv) in 37 % HCl (3,41 mL, 0,0412 mol, 10 ekv.) 
smo po splošnem postopku odstranitve Boc zaščite dobili 0,996 g spojine 25. 
Produkt: 3-(3-fluorofenetil)piperidinijev klorid M = 243,75 g/mol 
Izgled: bela kristalna snov Ttal.: 126–128 °C 
TLC: Rf (diklorometan/metanol) = 9/1) = 0,27, orositveni reagent: ninhidrin. 








4.7.5 Sinteza (E)-3-(4-metoksistiril)piperidinijevega klorida (26)  
 
 
Slika 34: Reakcijska shema sinteze spojine 26 
Iz spojine 15b (0,300 g, 0,945 mmol, 1,0 ekv.) in 37 % HCl (0,78 mL, 9,45 mmol, 10 ekv.) 
smo po splošnem postopku odstranitve Boc zaščite dobili 0,239 g spojine 26. 
Produkt: (E)-3-(4-metoksistiril)piperidinijev klorid M = 253,77 g/mol 
Izgled: zelena kristalna snov Ttal.: 183–186 °C 
TLC: Rf (diklorometan/metanol) = 9/1) = 0,40, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 89 % 
 
4.7.6 Sinteza 3-(4-metoksifenetil)piperidinijevega klorida (27)  
 
 
Slika 35: Reakcijska shema sinteze spojine 27 
Iz spojine 20 (0,253 g, 0,792 mmol, 1,0 ekv.) in 37 % HCl (0,66 mL, 7,92 mmol, 10 ekv.) 
smo po splošnem postopku odstranitve Boc zaščite dobili 0,205 g spojine 27. 
Produkt: 3-(4-metoksifenetil)piperidinijev klorid M = 255,78 g/mol 
Izgled: bela amorfna snov Ttal.: 133–136 °C 
TLC: Rf (diklorometan/metanol) = 9/1) = 0,28, orositveni reagent: ninhidrin. 









4.7.7 Sinteza (E)-3-(4-(trifluorometoksi)stiril)piperidinijevega klorida (28)  
 
 
Slika 36: Reakcijska shema sinteze spojine 28 
Iz spojine 16b (0,349 g, 0,940 mmol, 1,0 ekv.) in 37 % HCl (0,78 mL, 9,40 mmol, 10 ekv.) 
smo po splošnem postopku odstranitve Boc zaščite dobili 0,140 g spojine 28. 
Produkt: (E)-3-(4-(trifluorometoksi)stiril)piperidinijev klorid M = 307,74 g/mol 
Izgled: bela amorfna snov Ttal.: 185–187 °C 
TLC: Rf (diklorometan/metanol) = 9/1) = 0,19, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 48 % 
 
4.7.8 Sinteza 3-(4-(trifluorometoksi)fenetil)piperidinijevega klorida (29)  
  
 
Slika 37: Reakcijska shema sinteze spojine 29 
Iz spojine 21 (0,616 g, 1,650 mmol, 1,0 ekv.) in 37 % HCl (1,40 mL, 16,50 mmol, 10 ekv.) 
smo po splošnem postopku odstranitve Boc zaščite dobili 0,578 g spojine 29. 
Produkt: 3-(4-(trifluorometoksi)fenetil)piperidinijev klorid M = 309,75 g/mol 
Izgled: bela amorfna snov Ttal.: 95–98 °C 
TLC: Rf (diklorometan/metanol) = 9/1) = 0,56, orositveni reagent: ninhidrin. 








4.7.9 Sinteza (Z)-3-(4-(trifluorometoksi)stiril)piperidinijevega klorida (30)  
 
 
Slika 38: Reakcijska shema sinteze spojine 30 
Iz spojine 16a (0,144 g, 0,388 mmol, 1,0 ekv.) in 37 % HCl (0,23 mL, 3,88 mmol, 10 ekv.) 
smo po splošnem postopku odstranitve Boc zaščite dobili 0,116 g spojine 30. 
Produkt: (Z)-3-(4-(trifluorometoksi)stiril)piperidinijev klorid M = 307,74 g/mol 
Izgled: bela amorfna snov Ttal.: 146–149 °C 
TLC: Rf (diklorometan/metanol) = 9/1) = 0,26, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 98 % 
 
4.8 SPLOŠNI POSTOPEK ALKILIRANJA PIPERIDINSKEGA DUŠIKA 
Piperidinski odščiten intermediat v obliki soli (1 ekv.) smo raztopili v acetonitrilu (40 mL) 
pri 0 °C pod argonovo atmosfero. Nato smo dodali ustrezno količino K2CO3 (3 ekv.), 
katalitično količino KJ (pri sintezi spojin 35–39 smo dodali tudi katalitično količino TBAC) 
in v acetonitrilu raztopljen 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-on (1,5 ekv.). Nastalo suspenzijo smo 
mešali preko noči v argonovi atmosferi pri 50 °C. Po poteku reakcije smo suspenziji odparili 
topilo, preostanek v bučki smo raztopili v diklorometanu (40 mL) in nasičeni raztopini 
NaHCO3 (40 mL) ter raztopino prenesli v lij ločnik in fazi ločili. Organsko fazo smo nato 
spirali še z nasičeno raztopino NaCl (1 × 50 mL), sušili z brezvodnim Na2SO4, filtrirali ter 
topilo odparili pri znižanem tlaku. Produkt, ki smo ga dobili, smo nadalje očistili s kolonsko 
kromatografijo. Nekatere končne produkte smo dodatno očistili s pomočjo sistema Isolera® 
(Kolona: SNAP Biotage KP-18-HS 12 g, topilo A = 0,1 % TFA v H2O, topilo B = MeOH; 
λ = 220 nm in 254 nm). Združenim frakcijam, ki so vsebovale čist produkt, smo odparili 
organsko topilo, preostanek v bučki raztopili v nasičeni raztopini NaHCO3 in DKM, nato 
ločili fazi ter vodno fazo dodatno ekstrahirali z DKM (2 × 30 mL). Združene organske faze 
smo sušili z brezvodnim Na2SO4, filtrirali ter odparili topilo pri znižanem tlaku. 
 




4.8.1 Sinteza 1-(2-(3-(4-fluorobenzil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (31)  
 
 
Slika 39: Reakcijska shema sinteze spojine 31 
Iz spojine 19 (0,831 g, 3,62 mmol, 1 ekv.), K2CO3 (1,5 g, 0,011 mol, 3 ekv.), KJ in R2 (1,04 
g, 5,43 mmol, 1,5 ekv.) smo po splošnem postopku sinteze dobili 0,881 g surovega produkta 
31, ki smo ga čistili s kolonsko kromatografijo (MF: DKM/MeOH = 20/1, v/v). Dodatno 
smo produkt očistili s pomočjo Isolere® (topilo A = 0,1 % TFA v H2O, topilo B = MeOH) 
in dobili 0,10 g čistega produkta. 
Produkt: 1-(2-(3-(4-fluorobenzil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on M = 304,40 g/mol 
Izgled: brezbarvno olje Ttal.: / 
TLC: Rf (diklorometan/metanol) = 9/1) = 0,42, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 9 % 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 0.84–0.93 (m, 1H), 1.38–1.50 (m, 1H), 1.58–1.80 (m, 4H), 1.87–
2.00 (m, 3H), 2.29–2.34 (m, 2H), 2.36–2.51 (m, 4H), 2.71 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 2.78 (d, J = 10.6 
Hz, 1H), 3.30–3.38 (m, 4H), 6.88–6.94 (m, 2H), 7.02–7.07 (m, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 18.03, 25.25, 30.55, 31.00, 38.20, 40.14 (2 × C, confirmed by 
2D 1H-13C HSQC experiment), 47.79, 54.09, 55.99, 60.15, 114.95 (d, JC,F = 21.0 Hz), 130.32 
(d, JC,F = 7.7 Hz), 136.06 (d, JC,F = 3.3 Hz), 161.28 (d, JC,F = 243.3 Hz), 175.01. 
IR (ATR) 
 
ν [cm–1] = 2920, 2850, 1678, 1599, 1507, 1425, 1285, 1218, 1157, 
1084, 841, 757, 651, 545 
ESI – HRMS  m/z izrač. za C18H26FN2O [M+H]
+ 305,2021; izmerjen 305,2024 
HPLC tR = 2,967 min; čistost: 94,27 % pri 220 nm 




4.8.2 Sinteza 1-(2-(3-(3-(4-fluorofenil)propil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona 
(32)  
 
Slika 40: Reakcijska shema sinteze spojine 23 
Iz spojine 23 (0,358 g, 1,39 mmol, 1 ekv.), K2CO3 (0,576 g, 4,17 mmol, 3 ekv.), KJ in R2 
(0,40 g, 2,08 mmol, 1,5 ekv.) smo po splošnem postopku sinteze dobili surov produkt, ki 
smo ga očistili s kolonsko kromatografijo (MF: DKM/MeOH = 20/1, v/v). Masa čistega 
produkta 32 je bila 40 mg. 
Produkt: 1-(2-(3-(3-(4-fluorofenil)propil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-
2-on 
M = 332,46 g/mol 
Izgled: rumeno olje Ttal.: / 
TLC: Rf (diklorometan/metanol) = 9/1) =0,40, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 9 % 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 0.79–0.89 (m, 1H), 1.14–1.26 (m, 2H), 1.45–1.75 (m, 7H), 1.89–
2.03 (m, 3H), 2.23–2.38 (m, 3H), 2.46 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.54 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 2.82–2.86 
(m, 2H), 3.39–3.46 (m, 3H), 6.91–6.97 (m, 2H), 7.08–7.13 (m, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 18.13, 25.45, 28.96, 30.91, 31.10, 34.09, 35.42, 36.11, 40.09, 
47.83, 54.35, 56.04, 60.50, 115.06 (d, JC,F = 21.1 Hz), 129.75 (d, JC,F = 6.6 Hz), 138.26 (d, JC,F 




ν [cm–1] = 2925, 2851, 1680, 1599, 1508, 1461, 1438, 1285, 1218, 
1157, 832, 761, 702, 550 
ESI – HRMS m/z izrač. za C20H30FN2O [M+H]
+ 333,2334; izmerjen 333,2337 
HPLC tR = 3,647 min; čistost: 96,88 % pri 220 nm 
4.8.3 Sinteza (E)-1-(2-(3-(3-fluorostiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (33)  
 
Slika 41: Reakcijska shema sinteze spojine 33 




Iz spojine 24 (0,300 g, 0,982 mmol, 1 ekv.), K2CO3 (0,407 g, 2,95 mmol, 3 ekv.), KJ in R2 
(0,283 g, 1,47 mmol, 1,5 ekv.) smo po splošnem postopku sinteze dobili 0,588 g surovega 
produkta 33, ki smo ga očistili s kolonsko kromatografijo (MF: CHCl3/MeOH= 20/1, v/v). 
Masa čistega produkta je bila 30 mg. 
Produkt: (E)-1-(2-(3-(3-fluorostiril)piperidin-1il)etil)pirolidin-2-on M = 316,41 g/mol 
Izgled: oranžno olje Ttal.: / 
TLC: Rf (kloroform/metanol) = 20/1) = 0,44, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 11 % 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.14–1.25 (m, 1H), 1.53–1.64 (m, 1H), 1.69–1.84 (m, 2H), 1.89–
2.04 (m, 4H), 2.35–2.45 (m, 3H), 2.46–2.53 (m, 2H), 2.83–2.91(m, 2H), 3.41–3.47 (m, 4H), 
6.14 (dd, J = 16.0, 7.2 Hz, 1H), 6.36 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 6.88 (tdd, J = 8.4, 2.6, 1.0 Hz, 1H), 
7.03 (ddd, J = 10.4, 2.6, 1.6 Hz, 1H), 7.08 (dt, J = 7.9, 1.3 Hz, 1H), 7.20–7.27 (m, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 18.18, 25.17, 30.65, 31.12, 39.90, 40.13, 47.89, 53.92, 56.10, 
59.69, 112.51 (d, JC,F = 21.5 Hz), 113.92 (d, JC,F = 21.3 Hz), 122.04 (d, JC,F = 2.6 Hz), 128.20 
(d, JC,F = 2.6 Hz), 130.02 (d, JC,F = 8.6 Hz), 134.71, 140.13 (d, JC,F = 7.7 Hz), 163.23 (d, JC,F = 
244.9 Hz), 175.10.  
IR (ATR) 
 
ν [cm–1] = 2928, 1678, 1610, 1581, 1488, 1440, 1267, 1141, 964, 
872, 778, 686, 520 
ESI – HRMS  m/z izrač. za C19H26FN2O [M+H]
+ 317,2022; izmerjen 317,2024 
HPLC tR = 3,357 min; čistost: 96,77 % pri 220 nm 
4.8.4 Sinteza 1-(2-(3-(3-fluorofenetil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (34)  
 
 
Slika 42: Reakcijska shema sinteze spojine 34 
Iz spojine 25 (0,796 g, 3,27 mmol, 1 ekv.), K2CO3 (1,35 g, 9,80 mmol, 3 ekv.), katalitične 
količine KJ, TBAC in R2 (0,941 g, 4,90 mmol, 1,5 ekv.) smo po splošnem postopku sinteze 
dobili 0,888 g surovega produkta 34, ki smo ga očistili s kolonsko kromatografijo (MF: 
DKM/MeOH= 20/1, v/v). Dobili smo 71 mg čistega produkta 34. 
 
 




Produkt: 1-(2-(3-(3-fluorofenetil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on M = 318,43 g/mol 
Izgled: oranžno olje Ttal.: / 
TLC: Rf (diklorometan/metanol) = 9/1) = 0,43, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 10 % 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 0.86–0.94 (m, 1H), 1.42–1.57 (m, 4H), 1.60–1.78 (m, 3H), 
1.90–2.01 (m, 3H), 2.32–2.37 (m, 2H), 2.45 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.53–2.65 (m, 2H), 2.79–2.86 
(m, 2H), 3.37–3.44 (m, 4H), 6.80–6.86 (m, 2H), 6.92 (dt, J = 7.6, 1.2 Hz, 1H), 7.16–7.22 (m, 
1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 18.06, 25.30, 30.82, 31.04, 32.96 (d, JC,F = 1.8 Hz), 35.75, 36.01, 
40.03, 47.77, 54.28, 56.00, 60.28, 112.56 (d, JC,F = 21.0 Hz), 115.14 (d, JC,F = 20.7 Hz), 124.03 
(d, JC,F = 2.8 Hz), 129.73 (d, JC,F = 8.4 Hz), 145.28 (d, JC,F = 7.2 Hz), 162.93 (d, JC,F = 245.0 
Hz), 175.07.  
IR (ATR) 
 
ν [cm–1] = 2925, 1679, 1615, 1586, 1487, 1443, 1252, 1137, 1110, 
1079, 939, 862, 783, 691, 519 
ESI – HRMS  m/z izrač. za C19H28FN2O [M+H]
+ 319,2179; izmerjen 319,2180 
HPLC tR = 3,317 min; čistost: 90,45 % pri 220 nm 
 
4.8.5 Sinteza (E)-1-(2-(3-(4-metoksistiril)piperidin)-1-il)etil)pirolidin-2-ona 
(35) 
 
Slika 43: Reakcijska shema sinteze spojine 35 
Iz spojine 26 (0,239 g, 0,945 mmol, 1 ekv.), K2CO3 (0,392 g, 2,84 mmol, 3 ekv.), katalitične 
količine KJ, TBAC in R2 (0,272 g, 1,42 mmol, 1,5 ekv.) smo po splošnem postopku sinteze 
dobili 0,10 g surovega produkta 35, ki smo ga očistili s kolonsko kromatografijo (MF: 
CHCl3/MeOH= 20/1, v/v). Dodatno smo produkt očistili s pomočjo Isolere®, kot je zapisano 











M = 328,45 g/mol 
Izgled: bledo oranžno olje Ttal.: / 
TLC: Rf (diklorometan/metanol) = 9/1) = 0,55, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 20 % 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.13–1.22 (m, 1H), 1.53–1.62 (m, 1H), 1.68–1.73 (m, 1H), 1.78–
1.83 (m, 1H), 1.89 (t, J = 10.6 Hz, 1H), 1.95–2.03 (m, 3H), 2.33–2.40 (m, 3H), 2.47–2.51 (m, 
2H), 2.83–2.91 (m, 2H), 3.40–3.46 (m, 4H), 3.79 (s, 3H), 5.97 (dd, J = 16.0, 7.2 Hz, 1H), 6.34 
(d, J = 16.0 Hz, 1H), 6.81–6.86 (m, 2H), 7.24–7.28 (m, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 18.16, 25.27, 30.86, 31.10, 39.93, 40.13, 47.90, 53.93, 55.40, 
56.12, 60.02, 114.01, 127.18, 128.50, 130.50, 131.07, 159.89, 175.05.  
IR (ATR) 
 
ν [cm–1] = 2927, 1678, 1606, 1510, 1461, 1439, 1287, 1246, 1174, 
1031, 967, 846, 808, 530 
ESI – HRMS  m/z izrač. za C20H29N2O2 [M+H]
+ 329,2217; najden 329,2224 
HPLC tR = 3,247 min; čistost: 94,30 % pri 220 nm 
4.8.6 Sinteza 1-(2-(3-(4-metoksifenetil))piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (36)  
 
Slika 44: Reakcijska shema sinteze spojine 36 
Iz spojine 27 (0,205 g, 0,805 mmol, 1 ekv.), K2CO3 (0,667 g, 4,83 mmol, 6 ekv.), katalitične 
količine KJ, TBAC in R2 (0,230 g, 1,21 mmol, 1,5 ekv.) smo po splošnem postopku sinteze 
dobili 88 mg surovega produkta 36, ki smo ga očistili s kolonsko kromatografijo (MF: 
DKM/MeOH= 15/1, v/v). Dodatno smo produkt očistili s pomočjo Isolere®, kot je zapisano 










Produkt: 1-(2-(3-(4-metoksifenetil))piperedin-1-il)etil)pirolidin-2-on M = 330,46 g/mol 
Izgled: oranžno olje Ttal.: / 
TLC: Rf (diklorometan/metanol) = 9/1) = 0,35, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 7 % 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 0.85–0.95 (m, 1H), 1.41–1.57 (m, 4H), 1.61–1.69 (m, 2H), 1.74–
1.79 (m, 1H), 1.90–2.02 (m, 3H), 2.34–2.38 (m, 2H), 2.45 (td, J = 6.7, 1.9 Hz, 2H), 2.53–2.58 
(m, 2H), 2.80–2.87 (m, 2H), 3.38–3.44 (m, 4H), 3.77 (s, 3H), 6.79–6.83 (m, 2H), 7.05–7.09 (m, 
2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 18.14, 25.50, 30.99, 31.11, 32.35, 35.91, 36.70, 40.17, 47.85, 
54.40, 55.37, 56.17, 60.52, 113.82, 129.26, 134.85, 157.73, 175.03.  
IR (ATR) 
 
ν [cm–1] = 2924, 2850, 1680, 1611, 1583, 1511, 1461, 1439, 1360, 
1285, 1243, 1176, 1116, 1034, 823, 700, 664, 522 
ESI – HRMS  m/z izrač. za C20H31N2O2 [M+H]
+ 331,2376; najden 331,2380 
HPLC tR = 3,263 min; čistost: 95,53 % pri 220 nm 
4.8.7 Sinteza (E)-1-(2-(3-(4-(trifluorometoksi)stiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-
2-ona (37)  
 
Slika 45: Reakcijska shema sinteze spojine 37 
Iz spojine 28 (0,122 g, 0,396 mmol, 1 ekv.), K2CO3 (0,329 g, 2,38 mmol, 6 ekv.), katalitične 
količine KJ, TBAC in R2 (0,228 g, 1,19 mmol, 3 ekv.) smo po splošnem postopku sinteze 
dobili 300 mg surovega produkta 37, ki smo ga očistili s kolonsko kromatografijo (MF: 
DKM/MeOH= 20/1). Dodatno smo produkt očistili s pomočjo Isolere®, kot je zapisano v 












M = 382,42 g/mol 
Izgled: rumeno olje Ttal.: / 
TLC: Rf (diklorometan/metanol) = 9/1) = 0,54, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 9 % 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.12–1.22 (m, 1H), 1.52–1.62 (m, 1H), 1.67–1.74 (m, 1H), 1.77–
1.83 (m, 1H), 1.91 (t, J = 10.6 Hz, 1H), 1.95–2.02 (m, 3H), 2.35 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.34–2.43 
(m, 1H), 2.48 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.82–2.90 (m, 2H), 3.39–3.45 (m, 4H), 6.09 (dd, J = 16.0, 7.2 
Hz, 1H), 6.36 (dd, J = 16.1, 1.1 Hz, 1H), 7.10–7.13 (m, 2H), 7.30–7.35 (m, 2H).  
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 18.11, 25.10, 30.61, 31.06, 39.84, 40.05, 47.80, 53.87, 55.98, 
59.61, 120.55 (q, JC,F = 256.8 Hz), 121.12, 127.24, 127.77, 134.30, 136.49, 148.15 (d, JC,F = 
1.8 Hz), 175.07.  
IR (ATR) 
 
ν [cm–1] = 2930, 1680, 1506, 1463, 1425, 1360, 1253, 1217, 1159, 
1016, 968, 922, 862, 664, 539 
ESI – HRMS  m/z izrač. za C20H26F3N2O2 [M+H]
+ 383,1939; izmerjen 383,1941 
HPLC tR = 4,093 min; čistost: 94,86 % pri 220 nm  
 
4.8.8 Sinteza 1-(2-(3(4-(trifluorometoksi)fenetil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-
ona (38)  
 
Slika 46: Reakcijska shema sinteze spojine 38 
Iz spojine 29 (0,578 g, 1,87 mmol, 1 ekv.), K2CO3 (1,547 g, 0,011 mol, 6 ekv.), katalitične 
količine KJ, TBAC in R2 (1,075 g, 5,60 mmol, 3 ekv.) smo po splošnem postopku sinteze 
dobili 25 mg surovega produkta, ki smo ga očistili s kolonsko kromatografijo (MF: 
DKM/MeOH= 20/1, v/v). Dodatno smo produkt očistili s pomočjo Isolere®, kot je zapisano 










M = 384,20 g/mol 
Izgled: rumeno olje Ttal.: / 
TLC: Rf (diklorometan/metanol) = 9/1) = 0,51, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 2 % 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 0.86–0.96 (m, 1H), 1.43–1.56 (m, 4H), 1.61–1.70 (m, 2H), 
1.72–1.79 (m, 1H), 1.91–2.02 (m, 3H), 2.35 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.45 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.58–
2.63 (m, 2H), 2.79–2.87 (m, 2H), 3.41(q, J = 6.8 Hz, 4H), 7.08–7.11 (m, 2H), 7.14–7.15 (m, 
2H).  
13C NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
 
δ (ppm): 18.13, 25.44, 30.92, 31.10, 32.59, 35.87, 36.30, 40.13, 
47.78, 54.39, 56.08, 60.36, 120.61 (q, J = 256.5 Hz), 121.00,, 129.60, 
141.49, 147.35 (q, J = 1.9 Hz), 175.04.  
IR (ATR) 
 
ν [cm–1] = 2926, 1682, 1507, 1425, 1360, 1256, 1220, 1158, 1019, 
921, 848, 671, 582, 542 
ESI – HRMS  m/z izrač. za C20H28F3N2O2 [M+H]
+ 385,2095; izmerjen 385,2097 
HPLC tR = 4,000 min; čistost: 93,54 % pri 220 nm 
 
4.8.9 Sinteza (Z)-1-(2-(3-(4-(trifluorometoksi)stiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-
2-ona (39)  
 
Slika 47: Reakcijska shema sinteze spojine 39 
Iz spojine 30 (0,126 g, 0,463 mmol, 1 ekv.), K2CO3 (0,384 g, 0,278 mol, 6 ekv.), katalitične 
količine KJ, TBAC in R2 (0,267 g, 1,388 mmol, 3 ekv.) smo po splošnem postopku sinteze 
dobili 12 mg surovega produkta, ki smo ga očistili s kolonsko kromatografijo (MF: 
DKM/MeOH= 20/1). Dodatno smo produkt očistili s pomočjo Isolere®, kot je zapisano v 










M = 382,42 g/mol 
Izgled: rumeno olje Ttal.: / 
TLC: Rf (diklorometan/metanol) = 9/1) = 0,40, orositveni reagent: ninhidrin. 
Izkoristek reakcije: 4 % 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.13–1.22 (m, 1H), 1.49–1.60 (m, 1H), 1.65–1.75 (m, 2H), 
1.92 (t, J = 10.4 Hz, 1H), 1.95–2.05 (m, 3H), 2.36 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.47 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 
2.72–2.83 (m, 3H), 3.36–3.43 (m, 4H), 5.50 (dd, J = 11.7, 10.0 Hz, 1H), 6.37 (d, J = 11.7 Hz, 
1H), 7.14–7.18 (m, 2H), 7.24–7.28 (m, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 18.16, 24.99, 31.10 (2 × C, confirmed by 2D 
1H-13C HSQC 
experiment), 35.84, 40.08, 47.80, 53.86, 55.99, 59.43, 120.62 (q, JC,F = 256.8 Hz), 120.92, 
127.74, 130.01, 136.08, 136.37, 147.91 (q, JC,F = 2.0 Hz), 175.06. 
IR (ATR) 
 
ν [cm–1] = 2930, 1681, 1504, 1425, 1358, 1254, 1206, 1156, 1108, 
1016, 922, 855, 815, 667, 560 
ESI – HRMS  m/z izrač. za C20H26F3N2O2 [M+H]
+ 383,1939; izmerjen 383,1941 
HPLC tR = 4,063 min; čistost: 98,60 % pri 220 nm 
 
  




5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 KOMENTAR SINTEZNIH POSTOPKOV 
S klasičnimi postopki organske sinteze smo pripravili čiste cis, trans in reducirane derivate 
1-(2-(piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona. Sintezni plan je bil sestavljen iz sedmih ključnih 
reakcij, v primeru priprave reduciranih derivatov je bila potrebna še ena dodatna stopnja. 
Najprej smo komercialno dostopni piperidin-3-karboksilni kislini uvedli zaščitno skupino 
Boc in tako zaščitili nukleofilni amin ter s tem preprečili nastajanje stranskih produktov v 
naslednji stopnji. Sledila je priprava Weinrebovega amida, ki smo ga nadalje reducirali do 
aldehida. Iz te spojine smo nato preko predhodno pripravljenih Wittigovih reagentov izvajali 
Wittigovo reakcijo, sledila je redukcija dvojne vezi, odstranitev Boc zaščitne skupine in 
alkiliranje. 
5.1.1 UVAJANJE Boc ZAŠČITNE SKUPINE 
Piperidin-3-karboksilni kislini moramo zaradi selektivnosti reakcije in zmanjšanja možnosti 
nastanka stranskih produktov zaščititi nukleofilni piperidinski dušik. Amine zaščitimo z 
zaščitnimi skupinami v primeru, kadar imamo v nadaljevanju opravka s kislimi reakcijskimi 
pogoji in z elektrofili. Najbolj enostavna zaščita je uvedba Boc zaščitne skupine, ki je 
obstojna v širokem pH območju (pH = 4–12), pri katalitskem hidrogeniranju ter proti 
hidridom in oksiranom. Boc skupino smo uvedli z di-terc-butil dikarbonatom (Boc2O) v 1,4-
dioksanu. Z uporabo 1 M NaOH smo zagotovili bazični medij, s tem pa tudi poskrbimo, da 
se amino skupina pretvori v neionizirano obliko, karboksilna skupina pa ostane ionizirana. 
Tako lahko bolj selektivno poteče reakcija nukleofilne substitucije. Pri izolaciji spojine smo 
vodno fazo nakisali z 1 M HCl, pri tem smo pazili da se pH ni znižal pod 2, saj bi se Boc 
zaščita lahko odcepila. Pri nakisanju se je karboksilat protoniral, zato se je topnost produkta 
v vodi zmanjšala, spojina se je oborila, zato smo jo lahko odfiltrirali z odsesavanjem pri 
znižanem tlaku [42].  
5.1.2 SINTEZA WEINREBOVEGA AMIDA IN REDUKCIJA DO 
ALDEHIDA 
Weinrebov amid je leta 1981 sintetiziral S. Weinreb, kar je predstavljalo veliko odkritje in 
novost v kemiji. Ta reakcija omogoča selektivno redukcijo karboksilne kisline do aldehida 
oziroma ketona z zmanjšano verjetnostjo, da bi reakcija potekla do ustreznih alkoholov.  




Weinrebov amid smo sintetizirali po zelo enostavni reakciji, kjer smo iz karboksilne kisline, 
sklopitvenega reagenta, v našem primeru TBTU-ja (O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N′,N′-
tetrametilamonijev tetrafluoroborat), ki karboksilno kislino aktivira, bazičnega medija ter 
N,O-dimetilhidroksilamonijevega klorida tvorili amidno vez. Tako pripravljen Weinrebov 
amid smo nato reducirali do aldehida, pri čemer smo uporabili LiAlH4 ter brezvodni THF. 
Reakcija redukcije se ustavi na stopnji aldehida oz. ketona (Slika 48). Redukcija ne more 
poteči do alkohola, saj mehanistično gledano metoksi skupina Weinrebovega amida tvori 
intermediat s kovinskimi ioni (Li in Al), ki je stabilen pri nizkih temperaturah. Ob dodatku 
vode kompleks razpade, kar povzroči nastanek aldehida (uporaba hidridov) oz. ketona 
(uporaba organokovinskih reagentov) [43, 44]. 
Slika 48: Reakcijski mehanizem sinteze Weinrebovega amida in redukcija do aldehida 
5.1.3 SINTEZA WITTIGOVIH REAGENTOV 
Za izvedbo Wittigove reakcije smo najprej pripravili Wittigove reagente. Nekatere smo imeli 
že predhodno pripravljene – (3-fluorobenzil)trifenilfosfonijev klorid in (4-
fluorobenzil)trifenilfosfonijev bromid, in smo ju lahko direktno uporabili v Wittigovi 
reakciji; preostale (spojine 4, 6, 9, 10, 11) pa smo sintetizirali. Wittigove soli smo pripravili 
tako, da smo ustrezen benzil ali fenetil halid raztopili v MeCN, mu dodali trifenilfosfin in 
čez noč refluktirali pri povišani temperaturi. Reakcija sinteze Wittigovega reagenta je 
nukleofilna substitucija, ki poteka po SN2 mehanizmu. Ključen korak pri reakciji je nastanek 
fosfonijevega ilida, splošna shema je predstavljena na Sliki 49. Fosfor v trifenilfosfinu 
vsebuje prost elektronski par, zato fosfor deluje kot nukleofil in napade ogljikov atom, ki je 
vezan na halogen in ima elektrofilen značaj. Pri tem se tvori vez P–C, nastane fosfonijev ion, 
ki ima pozitivni naboj na P, halogenidni anion pa se sprosti (anion pri trifenilfosfonijevi 
soli). Wittigov reagent je lahko v obliki resonančno manj stabilne oblike ilida ali resonančno 
bolj stabilne oblike fosforana. Za nestabilne ilide je značilno, da vsebujejo elektron donorsko 
skupino. Vodikov atom vezan na ogljik v fosfonijevem ionu je kisel, zato se ob prisotnosti 




baze v naslednji reakcijski stopnji deprotonira, sama struktura pa se resonančno stabilizira, 
preko že prej omenjenega fosforana [45, 46]. 
 
Slika 49: Mehanizem sinteze Wittigovih reagentov 
5.1.4 WITTIGOVA REAKCIJA 
Pripravljene Wittigove reagente smo nato uporabili v naslednji, najpomembnejši stopnji 
sinteze novih derivatov, to je Wittigova reakcija. Wittigovo reakcijo je leta 1954 prvi opisal 
Georg Wittig, za svoje odkritje je prejel tudi Nobelovo nagrado za kemijo leta 1979. 
Wittigovo reakcijo se v organski kemiji pogosto uporablja kot reakcijo, kjer aldehide in 
ketone pretvarjamo v alkene. Reakcija je regiospecifična in poteka pod milimi rekacijskimi 
pogoji. Pomembna prednost je tudi, da so izhodni reagenti za pripravo Wittigovih reagentov 
večinoma komercialno dostopni in cenovno ugodni. Kot topilo smo pri reakciji uporabili 
brezvodni THF, s čimer smo zagotovili, da voda ne bo vplivala na potek reakcije. Voda 
lahko sicer povzroči razpad ilidov do ogljikovodikov in fosfin oksidov. V THF smo najprej 
raztopili Wittigove reagente ter raztopini nato dodali bazo NaHMDS. Dodatek baze je pri 
reakciji ključen, saj povzroči že zgoraj omenjeno deprotonacijo vodikovega atoma, ki je 
vezan na ogljik in s tem tvorbo fosfinijevega ilida, ki reagira v reakciji. Mehanizem 
Wittigove reakcije poteka v dveh stopnjah (prikazan na Sliki 50). V prvi pride do 
nukleofilnega napada ilidnega ogljika na elektrofilni karbonilni C atom, kar povzroči premik 
elektronov na kisikov atom, ki tako dobi negativen naboj in nato napade pozitivno nabit 
fosforjev atom. Nastane oksafosfetan, ki je nestabilen, zato se 4-členski obroč razpre in 
nastaneta dve molekuli: alken in trifenilfosfin oksid. Wittigovo reakcijo smo ustavili z 
dodatkom nasičene vodne raztopine NaHCO3, ki reagira s prebitno bazo in 




trifenilfosfonijevo soljo. Produkti so bili večinoma zmes cis in trans oblike, kar smo potrdili 
tudi z NMR-om. Pri ločevanju cis/trans izomerov smo pri spojini 16a izolirali čisti cis 
derivat, za ostale spojine pa smo izolirali samo trans izomer. Zmesi cis/trans, kjer 
posameznih izomerov nismo uspeli ločiti, smo reducirali v naslednji reakcijski stopnji [45, 
46].  
Slika 50: Mehanizem poteka Wittigove reakcije 
5.1.5 REDUKCIJA DVOJNE VEZI 
Zmesi cis/trans izomerov smo reducirali po splošnem postopku katalitskega hidrogeniranja. 
Reakcije smo izvedli pri sobni temperaturi v etanolu, z uporabo H2 kot donorja vodika ter 
Pd/C kot katalizatorja. Reakcija redukcije je enostavna reakcija adicije vodika na dvojno 
vez. Reakcija brez katalizatorja ne bi potekla, saj je za reakcijo potrebna zelo visoka 
aktivacijska energija, ki jo s katalizatorjem zmanjšamo. Vodik, s katerim prepihavamo 
reakcijsko zmes, se adsorbira na nosilec s katalizatorjem, zato razpade na dva posamezna 
vodikova atoma. Na površino nosilca se adsorbira tudi alken, na katerega se lahko z ene 
smeri najprej adira en atom vodika, nato pa z iste strani še drug vodik. Takšni adiciji pravimo 
sin-adicija [47]. 
5.1.6 ODSTRANITEV Boc ZAŠČITNE SKUPINE IN ALKILACIJA 
Pri reakciji odščite Boc zaščitne skupine smo uporabili koncentrirano HCl, samo reakcijo pa 
izvedli na oljni kopeli pri temperaturi 90 °C pod refluksom. Produkt te stopnje smo brez 
dodatnega čiščenja uporabili pri reakciji alkilacije piperidinskega dušika. Reakcijo 
alkiliranja smo izvedli v argonovi atmosferi pri 0 °C, pri čemer smo k raztopinam spojin 
najprej dodali anorgansko bazo K2CO3, katalitično količino KJ in v acetonitrilu raztopljen 
1-(2-bromoetil)pirolidin-2-on. Reakcija poteka po mehanizmu nukleofilne substitucije tipa 
SN2, pri čemer nastane kovalentna vez med piperidinskim dušikom in C atomom substrata. 
Bazičen K2CO3 pretvori protoniran dušik na piperidinskem obroču v neprotonirano obliko, 
ki postane nukleofilen in lahko napade elektrofilen ogljikov atom, na katerega je vezan 
halogen. Vez med ogljikom in halogenom je polarizirana zaradi različnih nabojev na 




halogenu in ogljiku. Elektroni v vezi gredo na halogen (brom), saj je bolj elektronegativen 
in zato bolj odtegne elektrone ogljiku, ki je manj elektronegativen. V nadaljevanju reakcije 
prosti elektronski par na dušiku napade ogljik, pri čemer kot anion izstopi bromid, ki reagira 
z vodikom alkil halida - nastane HBr. Novonastala kislina HBr v nadaljevanju reagira s 
prebitkom K2CO3 do nastanka soli (KBr). Katalizator KJ omogoča hitrejši potek reakcije, 
podobno vlogo je imel tudi pri nekaterih reakcijah uporabljen TBAC [48, 49]. 
5.1.7 KOMENTAR NEUSPEŠNIH SINTEZ 
Prva neuspešna reakcija je bila priprava 2-(bromometil)-5-hidroksi-4H-piran-4-ona iz 
kojične kisline. Želeli smo sintetizirati produkt, ki bi vseboval ta fragment, saj bi takšna 
molekula izkazovala tudi antioksidativno delovanje. V prvi stopnji smo iz kojične kisline in 
metansulfonil klorida uspeli sintetizirati metansulfonat. V tem primeru gre za reakcijo 
nukleofilne substitucije med OH skupino kojične kisline in metansulfonil kloridom ob 
prisotnosti baze. Ta reakcija je sodeč po TLC analizi potekla skoraj kvantitativno. V drugem 
koraku pa reakcija med nastalim metansulfonatom in LiBr ni uspela, saj je lahko nastali 
bromid zreagiral z OH skupino na piranskem obroču, oziroma so kisli pogoji (ob reakciji se 
sprosti HCl) povzročili odprtje piranskega obroča. 2-(Klorometil)-5-hidroksi-4H-piran-4-on 
smo nato poskusili pripraviti še po drugi sintezni poti z uporabo tionil klorida. Dobili smo 
ustrezen reagent za pripravo Wittigovega reagenta, katerega sinteza je prav tako uspela, 
neuspešna pa je bila sama Wittigova reakcija. Sintezo tega derivata smo po dveh neuspelih 
poskusih opustili. Neuspešni smo bili tudi pri Wittigovi reakciji ob uporabi 8-
hidroksikinolinskega derivata. Razlog za neuspešnost reakcij bi lahko bila uporaba prešibke 
baze, ki ni odcepila protona pri Wittigovem reagentu. Reakcijo bi bilo zato smiselno ponovili 
z uporabo močnejše baze, na primer n-BuLi. 
5.2 REZULTATI IN KOMENTAR BIOKEMIJSKEGA TESTIRANJA 
5.2.1 VREDNOTENJE ZAVIRALNEGA DELOVANJA SPOJIN NA 
ENCIMU BChE 
Zaviralno aktivnost in selektivnost za hBChE sintetiziranih spojin smo ovrednostili s 
pomočjo Ellmanove metode, kjer smo posredno merili količino nastalega produkta encimske 
reakcije. Zaviralno aktivnost spojin smo izrazili z vrednostjo IC50, gre za koncentracijo 
spojine, ob kateri pride do 50-odstotnega zmanjšanja delovanja encima. Zaviralno aktivnost 
na hBChE pa smo primerjali z zaviralnim delovanjem na hAChE. V preglednici I so 




prikazane spojine, za katere smo določali inhibitorno aktivnost na obeh ChE ter rezultati 
testiranja. Spojina LisSiCA HIT je izhodiščna molekula (ZINC72121826) – to je spojina 
zadetek, ki smo jo uporabili kot izhodišče za načrtovanje te serije analogov.  









Spojina A 0,0998 ±0,0087 µM ~56,4 µM 
 
31 16,31 ±4,00 µM 83,6 ±3,7% 
 
32 2,74 ±0.29 µM 17,3 ±4,4 µM 
 
33 0,496 ±0,094 µM 55,7 ±3,1% 
 
34 0,036 ±0,003 µM 31,7 ±6,3 µM 





35 1,97 ±0,37 µM 72,3 ±27,2 µM 
 
36 0,392 ±0,130 µM 51,4 ±17,6 µM 
 
37 3,492 ±0,483 µM ~64 µM 
 
38 0,985 ±0,168 µM ~80 µM 
 
39 1,033 ±0,226 µM 54,4 ±10,8 µM 
 
Najprej smo želeli ugotoviti, kakšen vpliv ima na zaviralno aktivnost na hBChE dolžina 
alifatske verige med benzenom in piperidinom. Spojina 32 (IC50 = 2,74 µM) ima eno 
metilensko skupino več med piperidinskim fragmentom in benzenovim obročem kot spojina 
A, spojina 31 pa enega manj. Vidimo lahko, da ima najmočnejo zaviralno aktivnost spojina 
A z dvema ogljikovima atomoma, spojina z enim ogljikovim atomom ima od vseh spojin 
celo najslabšo sposobnost vezave v aktivno mesto hBChE (IC50 = 16,31 µM). Spojini 32, 
kateri smo dodali ogljikov atom, se aktivnost ni izboljšala. Zato smo v nadaljevanju 
sintetizirali derivate, ki imajo v alifatski verigi dva ogljikova atoma. 




V nadaljevanju smo želeli preveriti, kako na zaviranje hBChE vplivata velikost in pozicija 
substituenta na benzenovem obroču. Spojina, ki se je izmed vseh spojin izkazala kot 
najmočnejši zaviralec, je spojina 34, ki ima fluor na meta mestu benzenovega obroča, spojina 
deluje v nanomolarnem območju (IC50 spojine 34 je 0,036 µM). Spojina A, ki ima fluor 
vezan na para mestu, pa je za faktor 3 šibkejši zaviralec hBChE. Po tem lahko sklepamo, da 
se 3-fluorofenilni substituent bolj ugodno veže v acilni žepek hBChE, kjer tvori ugodne van 
der Waalsove interakcije. Če primerjamo spojini 36 (IC50 = 0,392 µM) in 38 (IC50 = 0,985 
µM), ki se medsebojno razlikujeta glede na velikost substituenta, ima spojina 38, ki poleg 
kisika vsebuje še trifluorometilno skupino, nekoliko šibkejšo zaviralno aktivnost na tarčnem 
encimu. Iz tega lahko sklepamo, da halogeni v aktivnem mestu encima ne tvorijo dodatnih 
interakcij, oziroma je šibkejša zaviralna aktivnost lahko posledica večjega substituenta. 
S sintezo reduciranih derivatov smo želeli preveriti, kako nasičenost vezi vpliva na jakost 
zaviranja hBChE. Reducirane spojine 34 (IC50 = 0,036 µM), 36 (IC50 = 0,392 µM), 38 (IC50 
= 0,985 µM) imajo močnejšo jakost zaviranja hBChE v primerjavi z ustreznimi 
nereduciranimi spojinami 33 (IC50 = 0,496 µM), 35 (IC50 = 1,97 µM) in 37 (IC50= 3,492 
µM).  
Pri spojini 39 (IC50 = 1,033 µM), kjer nam je uspelo izolirati cis derivat lahko vidimo, da je 
jakost zaviralnega delovanja le-tega malenkost boljša od analognega trans izomera. Trans 
dvojna vez je glede na rezultate testiranja para spojin cis/trans (spojini 39 / 37) neugodna, 
saj naredi spojino tako rigidno, da so interakcije med aktivnim mestom encima in trans 
izomerom šibkejše v primerjavi s cis izomerom. 
Analogi spojine A, ki smo jih sintetizirali kot BChE zaviralce, so selektivni, saj imajo za 
enega do treh velikostnih razredov močnejše zaviralno delovanje na hBChE v primerjavi z 
encimom hAChE. Acilni žepek hAChE je namreč veliko manjši kot pri hBChE, zato se vanj 
volumsko večji fragmenti ne morejo vezati.  
  





Uspešno smo sintetizirali 9 novih 1,3-substituiranih piperidinov kot novih spojin za 
potencialno zdravljenje AB. Spojine zavirajo encim BChE, katerega koncentracija in 
encimska aktivnost se povečuje z napredovanjem bolezni. Spojine smo sintetizirali na 
podlagi znanega selektivnega zaviralca BChE, ki so ga raziskovalci identificirali s 
programom LiSiCA.  
Z Wittigovo reakcijo med trifenilfosfinijevimi solmi in aldehidom smo pripravili 
geometrijske izomere – cis/trans analoge. Pri ločevanju cis/trans izomerov smo bili uspešni 
pri spojini 16a, kjer smo izolirali čisti cis derivat, pri spojinah 33, 35, 37 pa trans derivat. 
Ostale spojine, kjer posameznih izomerov nismo uspeli ločiti, smo reducirali in tako 
pripravili derivate, kjer je piperidinski obroč in benzen povezoval metilenski, etilni oziroma 
propilni distančnik.  
Sintetiziranim spojinam smo zaviralno delovanje ovrednotili z Ellmanovo metodo. Ugotovili 
smo, da imajo najmočnejše zaviralno delovanje tiste spojine, ki imajo alifatsko verigo iz 
dveh ogljikovih atomov (etil); in tiste ki imajo substitucijo na meta mestu benzenovega 
obroča. Kot najbolj ugoden substituent se je izkazal fluor. Večji substituenti, kot jih ima 
spojina 38, ne prispevajo k močnejšemu zaviralnemu delovanju. Prav tako smo ugotovili, da 
imajo reducirane spojine večjo jakost zaviranja hBChE v primerjavi z nereduciranimi in da 
je trans dvojna vez glede na rezultate testiranja analognih cis/trans spojin neugodna za 
zaviranje hBChE. 
Iz dobljenih rezultatov smo ugotovili tudi, da so analogi spojine A, ki smo jih sintetizirali 
kot BChE zaviralce, selektivni, saj imajo za enega do treh velikostnih razredov močnejše 
zaviralno delovanje na hBChE v primerjavi z encimom hAChE. 
Najboljši zaviralec v seriji je bila spojina 34 (IC50 = 0,036 µM). Zaviralno delovanje spojine 
je v nanomolarnem območju, kar je spodbudno in ponuja odlične možnosti za nadaljnjo 
optimizacijo in nadaljnje raziskovanje tega strukturnega tipa zaviralcev hBChE.  
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